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Les travaux de recherche présentés dans ce document ont été réalisés au sein des 

équipes "Pesticides Perturbateurs Endocriniens" et "Toxicologie Intégrative et Métabolisme" 

de l'UMR1331 Toxalim, Research Centre in Food Toxicology, INRA, ENVT, sous la direction 

de Catherine Viguié et Pascal Martin. Ce projet s'inscrit dans le cadre de la réévaluation de 

la toxicité d'un insecticide agrovétérinaire très largement utilisé, le fipronil, qui peut être 

une source de contamination importante de notre environnement domestique et de 

notre alimentation. 

Nous nous sommes plus précisément intéressés à l'impact du fipronil sur la fonction 

thyroïdienne. En effet, en dépit de son rôle critique sur des fonctions biologiques majeures 

- elle régule entre autres le développement du système nerveux central et du squelette ou 

le métabolisme hépatique (Yen, 2001) - l'impact des perturbateurs endocriniens sur la 

fonction thyroïdienne reste peu étudié. Or, on observe une augmentation de l'incidence 

des troubles de la fonction thyroïdienne chez l'Homme (InVS, 2011). L'incidence du cancer 

de la thyroïde a par exemple augmenté de 6% par an en moyenne entre 1980 et 2005 en 

France, et se situait respectivement au 5e et au 21e rang pour l'incidence et la mortalité 

par cancer chez la femme et au 19e rang pour les deux indicateurs chez l'Homme en 2005. 

Deux facteurs de risque établis de ces cancers sont l'exposition aux rayonnements ionisants 

dans l'enfance et la carence en iode. Cependant, lorsque les cancers de la thyroïde 

apparaissent hors des zones à risque, aucune cause étiologique particulière n'a pu être 

identifiée. Des facteurs nutritionnels ou hormonaux sont fortement suspectés de même 

qu'une exposition à des polluants environnementaux chimiques tels que les pesticides. Un 

de ces pesticides, le fipronil, est décrit dans les évaluations toxicologiques réglementaires 

comme un perturbateur thyroïdien chez le rat (AFSSA, 2005). Ceci a été confirmé au sein 

de l'équipe "Pesticides Perturbateurs Endocriniens" par Julien Leghait (2009), ses travaux 

ayant montré que le fipronil induit chez cette espèce une augmentation du métabolisme 

hépatique des hormones thyroïdiennes associée à un état d'hypothyroïdie se traduisant par 

une diminution des concentrations plasmatiques en thyroxine (T4) circulante résultant en 

une augmentation de la sécrétion de Thyroid-Stimulating Hormone (TSH) hypophysaire. 

Dans ce contexte, l'objectif de ce travail de thèse était alors de mieux caractériser 

le mode d'action du fipronil sur la fonction thyroïdienne au niveau hépatique en 

s'intéressant notamment 1) au rôle potentiel du principal métabolite du fipronil formé in 

vivo, le fipronil sulfone, 2) à l'implication de récepteurs nucléaires xénosenseurs, et 3) 

aux différences interspécifiques de métabolisme du fipronil et/ou de sensibilité à la 

perturbation thyroïdienne qui peuvent préjuger de la pertinence des différents modèles 

animaux en termes d'analyse du risque du fipronil pour la santé humaine. 
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A. Les perturbateurs endocriniens 

1. Définition 

En Europe, un perturbateur endocrinien a été défini comme étant une substance 

exogène altérant les fonctions du système endocrinien et induisant des effets nocifs sur 

la santé d'un organisme intact, de ses descendants ou (sous) populations (European 

Workshop on the impact of endocrine disruptors on human health and wildlife, 1996). Un 

perturbateur endocrinien peut interférer avec la synthèse, le stockage, la libération, la 

sécrétion, le transport, l'élimination ou l'action des hormones endogènes (Comité de la 

prévention et de la précaution, Ministère de l'écologie et du développement durable, 

2003). Pour qu'une substance soit déclarée perturbateur endocrinien, il est donc nécessaire 

de démontrer une altération de la fonction endocrine mais également de lui associer des 

conséquences délétères sur l'organisme. Les premières alertes sur les effets des polluants 

environnementaux sur certains organismes animaux ont été lancées au sujet de l'utilisation 

de dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT) dans les années 1960. C'est un insecticide 

développé pour lutter contre les moustiques dans le cadre de la lutte contre le paludisme 

ou le typhus. Il est suspecté d'être responsable du déclin des populations d'oiseaux dans la 

région des Grands Lacs d'Amérique du Nord, idée reprise par Rachel Carlson dans son livre 

"Silent Spring" (1962). Il a été interdit aux Etats-Unis en 1972 et a ouvert la voie à l'étude 

des perturbateurs endocriniens. 

2. Intérêt de l'étude des perturbateurs thyroïdiens 

Probablement pour des raisons historiques car ce sont les premiers effets 

clairement décrits, la plupart des études étaient focalisées sur l'impact des perturbateurs 

endocriniens sur la fonction de reproduction. Cependant, d'autres fonctions 

endocriniennes, parmi lesquelles la fonction thyroïdienne, sont fondamentales pour le 

développement et le fonctionnement normal d'un individu. Ainsi, la fonction thyroïdienne 

est critique pour le maintien et le déroulement d'un certain nombre de processus 

biologiques, notamment au cours de la croissance et du développement osseux. Chez les 

enfants, une hypothyroïdie peut par exemple causer un retard de fermeture des épiphyses 

conduisant au nanisme (Yen, 2001). Les hormones thyroïdiennes jouent également un rôle 

essentiel lors du développement du fœtus dans la prolifération neuronale, la formation de 

la myéline et la migration et la différentiation cellulaires dans le cerveau (Porterfield and 

Hendry, 1998; Bernal, 2007), et régulent le développement de certains systèmes 

dopaminergiques et cholinergiques importants pour la mémoire et l'apprentissage 

(Puymirat et al., 1983; Oh et al., 1991). Au niveau du cœur, elles réduisent la résistance 
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vasculaire systémique, augmentent le volume sanguin, la contractilité cardiaque et la 

fréquence cardiaque. Au niveau du tissu adipeux, elles induisent la différentiation des 

préadipocytes du tissu adipeux blanc et sont impliquées dans le développement du tissu 

adipeux brun essentiel à la régulation de la thermogénèse. Au niveau du foie, elles 

stimulent entre autres les enzymes régulant la lipogenèse, la lipolyse ou les processus 

oxydatifs (Yen, 2001). Enfin, elles jouent un rôle dans le développement et le 

fonctionnement de l'appareil reproducteur. Chez l'homme, elles contrôlent la 

différenciation des cellules de Sertoli pendant les périodes périnatale et prépubère. Une 

hypothyroïdie prépubère pourra entrainer une malformation des testicules alors que 

l'hypothyroïdie ou l'hyperthyroïdie n'auront aucun impact sur la fonction des gonades chez 

l'adulte (Jannini et al., 1995). Chez la femme, elles n'auraient pas ou peu d'effet sur le 

développement de l'appareil reproducteur (Choksi et al., 2003). Cependant, l'hypothyroïdie 

prépubère est associée à un allongement de la durée du cycle menstruel et une 

hypothyroïdie sévère peut conduire à l'absence d'ovulation. L'hyperthyroïdie réduit la 

longueur du cycle menstruel et l'abondance des menstruations et augmente les niveaux de 

Luteinizing Hormone (LH) et de Follicle-Stimulating Hormone (FSH, Krassas, 2000). L'étude 

de l'impact des perturbateurs endocriniens sur la fonction thyroïdienne représente donc un 

enjeu majeur en termes de santé humaine. Ils peuvent agir à tous les niveaux de 

régulation de la fonction thyroïdienne (figure 1, d'après Patrick, 2009). 

 

Figure 1: Effets potentiels des perturbateurs thyroïdiens sur la synthèse, le transport, le 
métabolisme et le mode d'action des hormones thyroïdiennes. 
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B. Perturbateurs thyroïdiens et synthèse des hormones thyroïdiennes 

1. Perturbation de la production des hormones thyroïdiennes 

a. La production des hormones thyroïdiennes 

La glande thyroïde est constituée d'un stroma conjonctif et d'unités fonctionnelles, 

les follicules. Ces derniers sont composés de cellules folliculaires ou thyréocytes et d'une 

substance colloïde riche en thyroglobuline. Les follicules sont à l'origine de la formation 

des hormones thyroïdiennes thyroxine (T4) et triiodothyronine (T3) présentées en figure 2. 

 

Figure 2: Structure des hormones thyroïdiennes thyroxine (T4) et triiodothyronine (T3). 

Ces hormones thyroïdiennes étant des molécules iodées, le follicule doit incorporer 

de l'iode pour pouvoir former de la thyroxine et de la triiodothyronine. Cet iode provient 

essentiellement de l'alimentation mais aussi de l'iode endogène libéré par le métabolisme 

des hormones thyroïdiennes (Larsen et al., 2002). Il pénètre sous forme d'ions iodure dans 

les thyréocytes au pôle basal par un transport actif via le transporteur membranaire NIS 

(Sodium-Iodide Symporter). Les ions iodure sont ensuite oxydés grâce à la protéine 

héminique TPO (Thyroperoxydase) en présence d'H2O2 et l'iode ainsi oxydé permet une 

iodation des résidus tyrosine de la glycoprotéine thyroglobuline présente dans la 

substance colloïde des follicules thyroïdiens. Cela conduit à la formation des iodotyrosines 

MIT (monoiodotyrosine) et DIT (diiodotyrosine) présentées en figure 3. 

 

Figure 3: Structure des iodotyrosines MIT (monoiodotyrosine) et DIT (diiodotyrosine). 

Le couplage, catalysé par la TPO, d'une MIT et d'une DIT conduit à la formation de 

T3 et celui de deux DIT à la formation de T4. La substance colloïde, contenant les hormones 

thyroïdiennes fixées sur la thyroglobuline, subit ensuite une endocytose au niveau apical 
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des thyréocytes via une macropinocytose par des pseudopodes ou via une micropinocytose 

par la formation de petites cellules vésiculaires. La fusion de ces "gouttelettes de colloïde" 

entraine la formation de phagolysosomes qui transportent les hormones thyroïdiennes 

jusqu'au pôle basal des thyréocytes. Enfin, une protéolyse de la thyroglobuline entraine la 

libération des hormones thyroïdiennes T4 et T3 dans la circulation sanguine. Les 

iodotyrosines sont quant à elles désiodées par la protéine DEHAL (iodotyrosine 

déhalogénase) et l'iode est recyclé pour la formation de nouvelles hormones thyroïdiennes. 

 Un schéma récapitulant les différentes étapes de la production des hormones 

thyroïdiennes est présenté en figure 4. 

 

Figure 4: Production des hormones thyroïdiennes par les follicules thyroïdiens. 
NIS: Sodium-Iodide Symporter, I: iode, TPO: Thyroperoxydase, Tg: Thyroglobuline, DEHAL: 
Iodotyrosine déhalogénase, MIT: monoiodotyrosine, DIT: diiodotyrosine, T4: thyroxine, T3: 

triiodothyronine. D'après Larsen et al., 2002. 

b. Inhibition de la captation de l'iode 

Certains perturbateurs endocriniens comme le perchlorate, le thiocyanate, les 

bromates ou les nitrates inhibent la captation d'iode par le NIS au niveau de la thyroïde 

(Patrick, 2009). Le perchlorate a été développé pour faciliter la propulsion des missiles, 
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comme composant des feux d'artifices, de certains détergents, de certains engrais ou pour 

traiter les dysfonctionnements de la thyroïde induits lors d'un traitement de patients à 

l'amiodarone (Trumpolt, 2005). Il bloque l'entrée d'iode dans la thyroïde par inhibition 

compétitive du NIS et réduit ainsi la synthèse des hormones thyroïdiennes, mais il n'a 

aucun effet sur l'iodation de la thyroglobuline (Wolff, 1998). Le thiocyanate, les nitrates et 

les bromates agissent selon le même mode d'action que le perchlorate (Dohán et al., 2003; 

Tonacchera, 2004) mais la capacité du perchlorate à inhiber le NIS est respectivement 15 

et 240 fois plus grande que celle du thiocyanate ou du nitrate. De plus, il n'y a aucune 

évidence d'une synergie entre ces trois composés, ce qui confirme leur mécanisme d'action 

par inhibition compétitive du NIS. Des substances naturelles comme les glucosinolates 

contenus dans les crucifères comme le choux, le colza, le raifort ou le radis peuvent 

également inhiber la captation de l'iode (Vierling, 2008). A l'inverse, certains phthalates, 

utilisés dans les plastiques, augmentent faiblement l'expression des ARNm et l'activité 

du NIS et entrainent une hyperactivité de la thyroïde (Breous et al., 2005). 

c. Inhibition de la thyroperoxydase 

Des substances chimiques tels que l'herbicide amitrazole, les fongicides 

éthylènethiourée et mancozeb ou la benzophénone 2 utilisée dans les crèmes solaires 

(Patrick, 2009), ainsi que le propylthiouracil et le méthimazole utilisés pour le traitement 

de l'hyperthyroïdie (Glastein, 2009), inhibent la TPO et altèrent ainsi la capacité des 

cellules folliculaires de la thyroïde à produire de la T4 et de la T3. Des substances 

naturelles comme les isoflavones du soja (Patrick, 2009) et les flavonoïdes en général 

(Divi and Doerge, 1996) inhibent également la synthèse des hormones thyroïdiennes. Elles 

n'ont pas toutes le même mécanisme d'action, la myricétine (raisins, baies, noix) et la 

naringine (pamplemousse, pomélo, bergamote) bloquant par exemple l'iodation des résidus 

tyrosine de la thyroglobuline mais également l'apport d'H2O2 essentiel au fonctionnement 

de la TPO, alors que la biochanine A (pois chiche) ne bloque que l'iodation de la 

thyroglobuline. 

2. Perturbation du rétrocontrôle négatif 

a. Une régulation hypothalamo-hypophysaire 

La TRH (Thyrotropin-Releasing Hormone) est un tripeptide exprimé dans 

l'hypothalamus, les cellules "C" de la glande thyroïde qui produisent de la calcitonine, les 

cellules bêta du pancréas, le myocarde, les organes reproducteurs (prostate et testicules) 

et la moelle épinière (Larsen et al., 2002) ou le tractus gastro-intestinal (Mason et al., 

1995). La TRH hypothalamique est produite par un cluster de cellules nerveuses dans la 
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région parvocellulaire du noyau paraventriculaire de l'hypothalamus et est ensuite libérée 

dans le système porte hypothalamo-hypophysaire. Elle se fixe alors à son récepteur 

transmembranaire au niveau des cellules thyréotropes de l'antéhypophyse pour réguler la 

synthèse et la sécrétion de TSH (Thyroid-Stimulating Hormone) hypophysaire. 

La TSH produite par l'antéhypophyse est une glycoprotéine composée d'une sous-

unité α de 92 acides aminés commune à celle d'autres hormones sécrétées par l'hypophyse 

comme la LH, la FSH ou l'hormone placentaire HCG (Human Chorionic Gonadotropin) et 

d'une sous-unité β spécifique de 118 acides aminés. Elle se fixe à son récepteur 

transmembranaire au niveau des thyréocytes et contrôle la synthèse et la libération des 

hormones thyroïdiennes en agissant sur le transporteur d'iode NIS, sur la synthèse, 

l'hydrolyse et le niveau d'iodation de la thyroglobuline et sur l'expression et la synthèse de 

la thyroperoxydase. 

Enfin, il existe un rétrocontrôle négatif des hormones thyroïdiennes sur la 

libération de TRH et de TSH. Pour exercer ce rétrocontrôle, la T3, hormone thyroïdienne 

active, se fixe préférentiellement sur l'isoforme β2 des récepteurs aux hormones 

thyroïdiennes fortement exprimée au niveau des cellules thyréotropes et dans les neurones 

à TRH de l'hypothalamus (Abel et al., 2001). 

b. Inhibition de la libération des hormones thyroïdiennes 

La liaison de la TRH au niveau des cellules thyréotropes de l'hypophyse et celle de 

la TSH au niveau des thyréocytes sont aussi modulées par les perturbateurs thyroïdiens. Le 

mécanisme d'action de ces perturbateurs pourrait être une inhibition compétitive des 

récepteurs à la TRH ou à la TSH. De plus, il est envisageable que des xénobiotiques 

interfèrent avec les voies de signalisation de ces récepteurs inhibant ainsi les effets 

stimulateurs de la TRH ou de la TSH sur la synthèse des hormones thyroïdiennes sans se lier 

aux récepteurs (Patrick, 2009). Le DDT, l'Aroclor 1254 ou la "mélisse officinale" inhibent 

par exemple l'activité de l'adénylate cyclase ou la production de l'AMP cyclique impliqués 

dans la voie de signalisation de libération des hormones thyroïdiennes et normalement 

stimulés par la TSH. La "mélisse officinale" inhibe également la liaison de la TSH à son 

récepteur (Santini et al., 2003). 
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C. Perturbateurs thyroïdiens et transport des hormones 

thyroïdiennes 

1. Perturbation du transport plasmatique des hormones 

thyroïdiennes 

Une fois libérées dans la circulation générale, les hormones thyroïdiennes existent 

sous une forme libre ou active et sous une forme liée à des protéines plasmatiques. La 

forme liée constitue une réserve importante d'hormones thyroïdiennes inactives (99.9% des 

hormones thyroïdiennes sont sous cette forme). Les principales protéines de liaison des 

hormones thyroïdiennes sont la TBG (Thyroxine-Binding Globulin), la TTR (Transthyrétine) 

et l'albumine. D'autres protéines comme les lipoprotéines ou les immunoglobulines 

contribuent faiblement au transport plasmatique des hormones thyroïdiennes (Schussler, 

2000). Le rôle physiologique de la liaison aux lipoprotéines est incertain mais ce type de 

liaison pourrait avoir un intérêt pour favoriser l'apport de T4 à des tissus spécifiques 

(Larsen et al., 2002). 

a. La Thyroxine-Binding Globulin 

La TBG est une glycoprotéine monomérique de 54 kDa composée de 395 acides 

aminés synthétisée par le foie (Flink et al., 1986). Elle ne comporte qu'un seul site de 

liaison aux hormones thyroïdiennes (Larsen et al., 2002). Sa concentration dans le sérum 

humain est d'environ 15 à 20 mg/L (Power et al., 2000; Larsen et al., 2002; Feldt-

Rasmussen and Rasmussen, 2007), une concentration beaucoup plus faible que celle des 

autres protéines plasmatiques de liaison des hormones thyroïdiennes. Cependant, la TBG 

transporte jusqu'à 75% de la T4 plasmatique chez l'Homme grâce à sa forte affinité pour 

les hormones thyroïdiennes, en particulier pour la T4 (Schussler, 2000). 

Un changement qualitatif ou quantitatif de la TBG aura alors un fort impact sur les 

concentrations en T4 et en T3 totales dans le plasma (tableau 1). En effet, chez des 

patients exprimant peu la TBG, les concentrations plasmatiques totales des hormones 

thyroïdiennes, et en particulier celles de la T4, sont diminuées. Ces concentrations en 

hormones totales sont augmentées chez des patients surexprimant la TBG (Nicoloff et al., 

1972; Bhatkar et al., 2004). Les concentrations en hormones thyroïdiennes libres sont 

quant à elles peu modifiées lors d'une modification de la quantité de TBG car la 

modification transitoire de la fraction libre des hormones thyroïdiennes entraine une 

modification de leur rétrocontrôle négatif sur l'axe hypothalamo-hypophysaire qui conduit 

à une modulation de la sécrétion de TSH et ainsi de la production des hormones 

thyroïdiennes (Larsen et al., 2002). 
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TT4 

(ng/mL) 
TT3 

(ng/mL) 
TSH 

(µUI/mL) 
FT4 

(pg/mL) 
TBG 

(µg/mL) 
FT4/TT4 
(x 10-3) 

Sains 87 
(45-117) 

1.44 
(1.09-1.60) 

3.4 
(2-15.7) 

10.1 
(8.0-11.0) 

28 
(20-44.3) 

0.12 
(0.10-0.15) 

TBG élevée 
137 

(130-143) 
2.08 

(1.99-2.23) 
1.3 

(0.61-1.9) 
8.0 

(7.0-10.0) 
62 

(55-69) 
0.06 

(0.04-0.07) 

TBG faible 
19 

(17-21) 
0.50 

(0.24-0.75) 
5 

(2.1-7.9) 
13.0 

(11.0-15.0) 
Non 

détectable 
0.68 

(0.65-0.70) 

Tableau 1: Concentrations en hormones thyroïdiennes totales et libres dans le sérum de sujets 
avec une concentration en TBG normale, forte ou faible. 

D'après Bhatkar et al., 2004. 

b. La Transthyrétine 

La TTR, anciennement appelée Thyroxine-Binding Prealbumin (TBPA), est une 

protéine tétramérique de 55 kDa composée de quatre sous-unités identiques synthétisée 

majoritairement par le foie et le plexus choroïde (Schussler, 2000). Elle peut également 

être synthétisée par le placenta et permet alors le transfert des hormones thyroïdiennes 

maternelles au fœtus (Landers et al., 1952). Elle comporte deux sites de liaison aux 

hormones thyroïdiennes. Sa concentration dans le sérum humain est de 250 à 350 mg/L 

(Power et al., 2000) mais son affinité pour les hormones thyroïdiennes est plus faible que 

celle de la TBG. Elle transporte chez l'Homme jusqu'à 20% de la T4 plasmatique et la 

majorité de la T4 du liquide cérébrospinal (Schussler, 2000; Feldt-Rasmussen and 

Rasmussen, 2007). Une déficience en TTR peut entrainer un syndrome néphrotique, des 

troubles hépatiques, une fibrose kystique ou une hypothyroïdie (Feldt-Rasmussen and 

Rasmussen, 2007). 

c. L'albumine 

L'albumine est une protéine monomérique de 66 kDa synthétisée dans le foie 

(Larsen et al., 2002). Son affinité pour la T4 et la T3 est beaucoup plus faible que celles de 

la TBG et de la TTR et elle n'est pas spécifique des hormones thyroïdiennes, mais sa forte 

concentration dans le sérum humain (40000 à 50000 mg/L, Power et al., 2000; Larsen et 

al., 2002; Feldt-Rasmussen and Rasmussen, 2007) explique qu'elle transporte jusqu'à 20% 

de la T4 plasmatique chez l'Homme (Larsen et al., 2002). 

 

Les caractéristiques physico-chimiques de ces trois protéines de transport chez l'Homme 

sont récapitulées dans le tableau 2. 
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 TBG TTR Albumine 

Poids moléculaire  54 kDa 55 kDa 66 kDa 

Structure Monomère Tétramère Monomère 

Nombre de site de liaison des HT 1 2 Plusieurs 

Constant d'association Ka 

Pour la T4 1 x 1010 2 x 108 1.5 x 106 

Pour la T3 1 x 109 1 x 106 2 x 105 

Concentration dans le sérum (mg/L) 15 à 21 250 à 350 40000 à 50000 

Liaison de la T4 68 à 75% 11 à 20% 5 à 20% 

Liaison de la T3 75 à 80% 5 à 9% 11 à 20% 

Temps de demi-vie (jours) 5 2 15 

Taux de dégradation (mg/j) 15 650 17000 

Tableau 2: Caractéristiques physico-chimiques des protéines plasmatiques de transport des 
hormones thyroïdiennes chez l'Homme. 

TBG: Thyroxine-Binding Globulin, TTR: Transthyrétine, HT: hormones thyroïdiennes. D'après Power 
et al., 2000; Schussler, 2000; Larsen et al., 2002; Feldt-Rasmussen and Rasmussen, 2007. 

d. Différences interspécifiques 

La TBG est la protéine qui transporte majoritairement les hormones thyroïdiennes 

chez la plupart des vertébrés. Cependant, elle est absente chez certaines espèces comme 

le chat, le lapin, le rat, la souris, le cochon d'inde, le pigeon ou le poulet (Kaneko, 2008) 

chez qui l'albumine ou la TTR transportent majoritairement les hormones thyroïdiennes. De 

plus, chez le rat comme chez la souris, l'absence d'expression de la TBG dépend du stade 

physiologique de l'animal. La TBG est exprimée au cours de la période post-natale et au 

cours de la sénescence mais n'est pas détectable chez le rat ou la souris adulte (Savu et 

al., 1987; Vranckx et al., 1990; Savu et al., 1991), elle peut être à nouveau détectable 

chez le rat soumis à un régime pauvre en protéines (Rouaze-Romet et al., 1992) ou durant 

la gestation (Zoeller, 2010). 

Chez le rat ou la souris sans TBG, la fraction libre des hormones thyroïdiennes, en 

particulier de la T4, est supérieure à celle observée chez l'Homme et les hormones 

thyroïdiennes sont plus rapidement éliminées comme le suggère leur temps de demi-vie 

qui est plus court chez les rongeurs que chez l'Homme (tableau 3). L'absence de TBG 

conduirait donc à une augmentation de l'élimination des hormones thyroïdiennes et à une 

augmentation de la fraction disponible pour cette élimination via une augmentation de la 

fraction libre. Cela suggère qu'un perturbateur thyroïdien modulant le catabolisme des 

hormones thyroïdiennes pourrait avoir plus d'effet sur des espèces sans TBG comme le rat 

et la souris que chez des espèces avec TBG comme l'Homme. La documentation des 
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différences interspécifiques en termes de sensibilité aux perturbations thyroïdiennes 

résultant d'une augmentation du catabolisme des hormones thyroïdiennes est donc une 

étape clé au cœur de la validation des modèles d'étude permettant d'étudier les effets de 

perturbateurs thyroïdiens potentiels chez l'Homme. 

 

 Homme Rat Souris 

Concentrations plasmatiques en hormones totales (ng/mL) 

TT4 77.7 54.3 ± 9.6 23.6 ± 4.60 

TT3 1.2 0.69 ± 0.15 0.66 ± 0.13 

Concentrations plasmatiques en hormones libres (pg/mL) 

FT4 15.5 24.1 ± 3.6 13.0 ± 1.0 

FT3  2.6 3.74 ± 1.37 2.37 ± 0.27 

Fraction libre (%) 

T4 0.02 0.04 0.06 ± 0.01 

T3 0.3 0.54 0.35 ± 0.04 

Temps de demi-vie (jours) 

T4 5 à 9 0.5 à 1 0.5 à 0.75 

T3 1 0.25 0.45 

Tableau 3: Fraction libre et temps de demi-vie des hormones thyroïdiennes chez l'Homme, le 
rat et la souris. 

D'après Berry et al., 1993; Larsen et al., 2002; Baltaci et al., 2004; Jahnke et al., 2004. 

e. Liaison compétitive avec les protéines de transport plasmatiques 

Les polychlorobiphényles (PCB), certains retardateurs de flamme et le 

pentachlorophénol possèdent une analogie structurale avec les hormones thyroïdiennes 

(figure 5) leur permettant potentiellement de se lier à la TTR (Meerts et al., 2000; 

Patrick, 2009). 

 

Figure 5: Analogie structurale entre la T4 et les polychlorobiphényles (PCB), le 
pentachlorophénol (PCP), et les retardateurs de flamme pentabromophénol (PBP), 

polybromodiphényléthers (PBDE) et tetrabromobisphénol A (TBBPA). 
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Cette liaison faciliterait le transfert des perturbateurs thyroïdiens à travers des 

barrières physiologiques exprimant la TTR telles que le placenta et la barrière hémato-

encéphalique et pourrait ainsi être un facteur déterminant de l'exposition du fœtus et/ou 

du système nerveux central. De plus, les métabolites hydroxylés des PCB possèdent une 

affinité pour la TTR plus importante que celle des molécules mères pouvant même être 

équivalente à celle de la T4 (Cheek et al., 1999; Meerts et al., 2000). Enfin, les 

métabolites hydroxylés des perturbateurs endocriniens se liant à la TTR ne semblent pas se 

lier fortement à la TBG. En effet, seuls deux métabolites hydroxylés des PCB se lient à la 

TBG mais avec une affinité 100 fois inférieure à celle observée pour la T4 (Lans et al., 

1994; Cheek et al., 1999). 

2. Perturbation du transport cellulaire des hormones 

thyroïdiennes 

Les hormones thyroïdiennes agissent au niveau intracellulaire d'où la nécessité d'un 

transport des hormones thyroïdiennes à travers la membrane des cellules. Du fait de leur 

nature lipophile, il était supposé auparavant que le transport des hormones thyroïdiennes 

au travers de la bicouche lipidique des membranes cellulaires se faisait exclusivement par 

diffusion passive. Cependant, il est aujourd'hui démontré que les hormones thyroïdiennes 

pénètrent également dans les cellules grâce à des transporteurs transmembranaires. Ces 

transporteurs peuvent être à la fois responsables de l'influx des hormones thyroïdiennes 

vers les cellules mais également de leur efflux en dehors des cellules (Visser et al., 2007). 

Ils font partie de cinq familles de transporteurs que sont les Organic Anion-Transporting 

Polypeptides (OATP), les Multidrug Resistance-associated Proteins (MRP), les 

Monocarboxylate Transporters (MCT), les L-type Amino acid Transporters (LAT) et le 

Na+/Taurocholate Cotransporting Polypeptide (NTCP). 

a. Les Organic Anion-Transporting Polypeptides 

Les OATP sont des transporteurs membranaires d'influx. La famille des OATP chez 

l'Homme comporte 11 membres (tableau 4). Les OATP impliqués dans le transport des 

hormones thyroïdiennes sont l'OATP1A2, l'OATP1B1, l'OATP1B3, l'OATP1C1 et l'OATP3A1 

(Feldt-Rasmussen and Rasmussen, 2007; Visser et al., 2007; van der Deure et al., 2010; 

Kinne et al., 2011; Visser et al., 2011). Seul l'OATP1C1 a été décrit comme un 

transporteur spécifique des hormones thyroïdiennes, les autres OATP transportant une 

large variété de composés et ne présentant qu'une faible affinité pour les hormones 

thyroïdiennes. L'OATP1C1 transporte préférentiellement la T4 et la reverse triiodothyronine 

(rT3) et aurait un rôle prépondérant dans le transport de la T4 au travers de la barrière 
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hémato-encéphalique. Cependant, aucune étude sur des patients avec une mutation du 

gène Slco1c1 ou sur des souris déficientes en ce gène n'a été décrite, ce qui ne permet pas 

encore de connaître précisément la fonction de ce transporteur in vivo (Visser et al., 

2007). 

 

Protéine Gène Distribution tissulaire 

OATP1A2 Slco1a2 Cerveau, reins, foie, intestin 

OATP1B1 Slco1b1 Foie 

OATP1B3 Slco1b3 Foie 

OATP1C1 Slco1c1 Cerveau, testicules, corps ciliaire, cochlée 

OATP2A1 Slco2a1 Ubiquitaire 

OATP2B1 Slco2b1 Foie, placenta, intestin, cœur, peau 

OATP3A1 Slco3a1 Ubiquitaire 

OATP4A1 Slco4a1 Ubiquitaire 

OATP4C1 Slco4c1 Reins 

OATP5A1 Slco5a1 Inconnu 

OATP6A1 Slco6a1 Testicules 

Tableau 4: Localisation des OATP chez l'Homme. 
D'après Kalliokoski and Niemi, 2009; Kinne et al., 2011. 

b. Les Multidrug Resistance-Associated Proteins 

Les MRP sont des transporteurs membranaires d'efflux de la famille des protéines 

ABC (ATP Binding Cassette). La famille des MRP chez l'Homme comporte 8 membres 

(tableau 5). 

 

Protéine Gène Distribution tissulaire 

MRP1 Abcc1 Ubiquitaire mais faible dans le foie 

MRP2 Abcc2 Foie, reins, intestin, placenta 

MRP3 Abcc3 Foie, surrénales, pancréas, reins, intestin, placenta 

MRP4 Abcc4 Prostate, poumons, muscles, pancréas, testicules, 
ovaires, vessie, vésicule biliaire 

MRP5 Abcc5 Ubiquitaire 

MRP6 Abcc6 Foie, reins 

MRP7 Abcc10 Ubiquitaire 

MRP8 Abcc11 Seins, testicules 

Tableau 5: Localisation des MRP chez l'Homme. 
D'après Borst et al., 2000; Choi, 2005; Stavrovskaya and Stromskaya, 2008. 
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Les MRP jouent essentiellement un rôle dans le transport hors des cellules des 

glucuronides (van der Heide et al., 2006). La spécificité de ces récepteurs pour les 

hormones thyroïdiennes est peu décrite, excepté pour les transporteurs MRP2 et dans une 

moindre mesure MRP3 (Lecureux et al., 2009). 

c. Les Monocarboxylate Transporters 

Les MCT sont des transporteurs membranaires d'influx et d'efflux. La famille des 

MCT chez l'Homme comporte 14 membres (tableau 6). 

 

Protéine Gène Distribution tissulaire 

MCT1 Slc16a1 Ubiquitaire 

MCT2 Slc16a7 Reins, cerveau 

MCT3 Slc16a8 Epithélium rétinien pigmenté, plexus choroïde 

MCT4 Slc16a3 Muscle squelettique, chondrocytes, leucocytes, 
testicules, poumons, placenta, foie 

MCT5 Slc16a4 Cerveau, muscle, foie, reins, poumons, ovaires, 
placenta, cœur 

MCT6 Slc16a5 Reins, muscles, cerveau, cœur, pancréas, prostate, 
poumons, placenta 

MCT7 Slc16a6 Cerveau, pancréas, muscle 

MCT8 Slc16a2 Foie, reins, cerveau, cœur, muscle squelettique, 
placenta, thyroïde, testicules, thymus, intestin, 
ovaires, prostate, pancréas 

MCT9 Slc16a9 Endomètre, testicules, ovaires, seins, cerveau, 
reins, surrénales, rétine 

MCT10 (TAT1) Slc16a10 Intestin, reins, foie, muscle squelettique, cœur, 
placenta, pancréas 

MCT11 Slc16a11 Peau, poumons, ovaires, seins, poumons, pancréas, 
épithélium rétinien pigmenté, plexus choroïde 

MCT12 Slc16a12 Rein 

MCT13 Slc16a13 Seins, cellules souches de la moelle osseuse 

MCT14 Slc16a14 Cerveau, cœur, ovaires, seins, poumons, pancréas, 
épithélium rétinien pigmenté, plexus choroïde 

Tableau 6: Localisation des MCT chez l'Homme. 
D'après Halestrap and Meredith, 2004; Kinne et al., 2011; Halestrap, 2012. 

Les MCT impliqués dans le transport des hormones thyroïdiennes sont le MCT8 et le 

MCT10 (Feldt-Rasmussen and Rasmussen, 2007; Visser et al., 2007; Heuer and Visser, 2009; 

van der Deure et al., 2010; Kinne et al., 2011). Ces deux transporteurs ont une forte 

spécificité vis-à-vis des hormones thyroïdiennes, en particulier vis-à-vis de la T3. Pour ce 

qui est du transporteur MCT8, il est particulièrement important pour le développement du 
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cerveau. En effet, une mutation de ce récepteur entraine une diminution de la captation 

de T3 par les neurones et des troubles psychomoteurs (syndrome d'Allan-Herndon-Dudley, 

Visser et al., 2007). 

d. Les L-type Amino acid Transporters 

Les LAT sont des transporteurs membranaires d'influx et d'efflux de la famille des 

transporteurs hétérodimériques des acides aminés. La famille des LAT chez l'Homme 

comporte 4 membres (tableau 7). 

 

Protéine Gène Distribution tissulaire 

LAT1 Slc7a5 Tumeurs, cerveau, rate, placenta, testicules, 
colon, reins, intestin, estomac, ovaires, thymus 

LAT2 Slc7a8 Reins, placenta, cerveau, intestin, testicules, 
ovaires, foie, cœur, muscle squelettique, poumons, 
estomac 

y+LAT1 Slc7a7 Reins, intestin grêle, leucocytes, poumons, 
érythrocytes, placenta 

y+LAT2 Slc7a6 Cerveau, intestin grêle, testicules, parotide, cœur, 
reins, poumons, foie 

Tableau 7: Localisation des LAT chez l'Homme. 
D'après Wagner et al., 2001; Kinne et al., 2011. 

Les LAT impliqués dans le transport des hormones thyroïdiennes sont le LAT1 et le 

LAT2 (Feldt-Rasmussen and Rasmussen, 2007; Kinne et al., 2011; Visser et al., 2011). Ils 

sont plus spécifiques de la diiodothyronine (T2), puis de la rT3 et de la T3 que de la T4 

(Kinne et al., 2011). 

e. Le Na+/Taurocholate Cotransporting Polypeptide 

Le NTCP (gène Slco10a1 chez l'Homme et le rat) est exclusivement exprimé dans les 

hépatocytes et est un transporteur majeur des acides biliaires conjugués (Feldt-Rasmussen 

and Rasmussen, 2007). Il peut également transporter les hormones thyroïdiennes et en 

particulier leurs métabolites sulfoconjugués (Visser et al., 2011). 

f. Modulation du transport membranaire 

Des perturbateurs thyroïdiens peuvent inhiber l'influx des hormones thyroïdiennes 

vers les cellules cibles. Certains produits chimiques comme le di-n-butyl phthalate, les n-

bultylbenzyl phthalate et le dicofol inhibent en effet fortement la pénétration de T3 dans 

les cellules (Shimada and Yamauchi, 2004). Un des mécanismes d'action de ces 

perturbateurs thyroïdiens est la modulation de l'expression des ARNm et de la quantité 

d'OATP au niveau des hépatocytes (Guo et al., 2002; Jigorel et al., 2006). 
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D. Perturbateurs thyroïdiens et métabolisme des hormones 

thyroïdiennes 

1. Perturbation des enzymes responsables de la métabolisation 

des hormones thyroïdiennes 

Le foie joue un rôle prépondérant dans le métabolisme des hormones 

thyroïdiennes. C'est en effet, un site majeur de sécrétion et de dégradation des protéines 

de transport citées plus haut mais également de conversion, de dégradation et d'excrétion 

des hormones thyroïdiennes (Klachko and Johnson, 1983; Kelly, 2000, figure 7). 

a. Les désiodases 

La désiodation est une voie majeure de métabolisation des hormones thyroïdiennes 

chez l'Homme avec jusqu'à 85% de la T4 et environ 50% de la T3 et de la rT3 métabolisées 

par cette voie (Curran and DeGroot, 1991). Trois désiodases ont été identifiées (D1, D2 et 

D3). Ce sont des sélénoenzymes membranaires ou du réticulum endoplasmique de 29 à 

31.5 kDa (Beckett and Arthur, 2005; Bianco and Kim, 2006) qui catalysent la suppression 

d'un iode de la position 5 ou 5' des iodothyronines (figure 6). 

 

Figure 6: Sites de suppression potentielle d'un iode par les désiodases. 

La désiodase D1 peut catalyser une suppression d'iode sur l'anneau interne ou sur 

l'anneau externe des iodothyronines, elle est donc responsable de la formation de 

l'hormone thyroïdienne 3,3',5-T3 (forme active) à partir de la "pro-hormone" 3,3',5,5'-T4 

(désiodation sur l'anneau externe), de 3,3',5'-rT3 inactive à partir de 3,3',5,5'-T4 

(désiodation sur l'anneau interne) et de 3,3'-T2 inactive à partir de 3,3',5-T3 (désiodation 

sur l'anneau interne) ou de 3,3',5'-rT3 (désiodation sur l'anneau externe). Elle catalyse 

également la désiodation de la T3 sulfoconjuguée. La désiodase D2 ne catalyse qu'une 

suppression d'iode sur l'anneau externe des iodothyronines et est responsable de la 

formation de 3,3',5-T3 à partir de 3,3',5,5'-T4 et de 3,3'-T2 à partir de 3,3',5'-rT3. La 

désiodase D3 ne catalyse qu'une suppression d'iode sur l'anneau interne et est responsable 

de la formation de 3,3',5-rT3 à partir de 3,3',5,5'-T4 et de 3,3'-T2 à partir de 3,3',5-T3. 
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Ces trois désiodases diffèrent par leur spécificité de substrat et leur distribution 

tissulaire (tableau 8), mais également suivant l'âge, l'espèce, le régime alimentaire, et le 

statut hormonal (Bianco and Kim, 2006). 

 

 D1 D2 D3 

Poids moléculaire 29 kDa 30.5 kDa 31.5 kDa 

Substrats rT3, T3S, T4, T3 T4, rT3 T3, T4 

Km apparent (M) 10-7 - 10-6 10-9 10-9 

Temps de demi-vie Quelques heures Environ 20 minutes Quelques heures 

Localisation cellulaire 
Membrane 
plasmique 

Réticulum 
endoplasmique 

Membrane 
plasmique 

Distribution tissulaire 
Foie, reins, thyroïde, 

hypophyse 

SNC, hypophyse, tissu 
adipeux brun, 

placenta, thyroïde, 
cœur, moelle 

épinière 

Placenta, SNC, peau, 
foie du fœtus 

Tableau 8: Propriétés biochimiques et distribution tissulaire des désiodases chez l'Homme. 
rT3: reverse-triiodothyronine, T3: triiodothyronine; T4: thyroxine, T3S: T3 sulfoconjuguée, SNC: 

système nerveux central. D'après Beckett and Arthur, 2005; Bianco and Kim, 2006. 

b. Les enzymes de conjugaison 

La conjugaison des hormones thyroïdiennes est effectuée par des UGT (UDP-

glucuronosyltransférases) microsomales et des SULT (sulfotransférases) cytosoliques. Elle a 

pour but d'augmenter la solubilité dans l'eau des hormones thyroïdiennes et ainsi de 

faciliter leur excrétion rénale et biliaire (Watkins and Klaassen, 1983; Gamage et al., 

2006). 

La glucuronoconjugaison a majoritairement lieu dans le foie. C'est une voie 

importante de métabolisation de la T4 chez le rat alors que la capacité de 

glucuronoconjugaison du foie humain est controversé. Chez le rat, environ 25% d'une dose 

de T4 administrée par voie orale est excrétée en 24h via la bile dont 50% sous forme 

glucuronoconjuguée (Curran and DeGroot, 1991). La glucuronoconjugaison de la T3 est 

moins importante que la glucuronidation de la T4 chez le rat et serait quasi inexistante 

chez l'Homme (Wu et al., 2005). Des métabolites de la T4 ou de la T3 comme l'acide 

tetraiodothyroacétique (Tetrac), l'acide triiodothyroacétique (Triac), la rT3 ou la T2 

peuvent également être glucuronoconjugués. Aucune désiodation des molécules 

conjuguées n'est décrite (Curran and DeGroot, 1991). 

Chez l'Homme, quatre familles d'UGT ont été identifiées: UGT1, UGT2, UGT3 et 

UGT8. Elles sont localisées majoritairement dans le foie mais on en trouve également dans 

l'intestin, les reins, le cerveau, le pancréas, le placenta ou l'épithélium nasal. Seules les 
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familles UGT1 et UGT2 utilisent de l'acide uridine 5'-diphosphoglucuronique (UDPGA) 

comme cofacteur pour glucuronoconjuguer leurs substrats (Jancova et al., 2010). Ce sont 

ces deux familles d'UGT qui sont responsables de la glucuronidation des hormones 

thyroïdiennes, les UGT1 qui conjuguent préférentiellement la bilirubine et les phénols 

étant plus spécifiques de la T4 et de la rT3 et les UGT2 qui conjuguent préférentiellement 

l'androstérone étant plus spécifiques de la T3 (Visser et al., 1993a). Il existe des 

différences interspécifiques en ce qui concerne les isoformes qui conjuguent 

préférentiellement les hormones thyroïdiennes. La T4 et la rT3 sont par exemple 

considérées comme étant majoritairement conjuguées par les isoformes UGT1A1 et 

UGT1A6 chez le rat et par les isoformes UGT1A1 et UGT1A9 chez l'Homme (Emi et al., 

2007). 

La sulfoconjugaison a également majoritairement lieu dans le foie. A l'inverse de la 

glucuronoconjugaison, il y a une relation étroite entre la sulfoconjugaison et la 

désiodation. En effet, les désiodases peuvent métaboliser les produits sulfoconjugués et 

sembleraient même avoir une plus grande affinité pour les produits sulfoconjugués que 

pour les hormones thyroïdiennes natives. Le taux de désiodation sur l'anneau interne de la 

T3S serait par exemple 30 fois plus élevé que celui de la T3. Enfin, les sulfotransférases 

catalysent préférentiellement la conjugaison de la 3,3'-T2 formée par désiodation et celle 

de la 3'-T1 (monoiodothyronine) plutôt que celle de la T3 ou encore de la T4 et de la rT3 

majoritairement glucuronoconjuguées (Curran and DeGroot, 1991). 

Chez l'Homme et chez le rat, trois familles de SULT ont été identifiées: SULT1, 

SULT2 et SULT3/4 (Wu et al., 2005; Gamage et al., 2006). Une quatrième famille a 

également été décrite chez l'Homme: la SULT6. Ce sont les SULT1 spécifiques des phénols 

et les SULT2 spécifiques des hydroxystéroïdes qui conjuguent les hormones thyroïdiennes 

(Wu et al., 2005). Chez l'Homme, les isoformes des SULT1 sont exprimées dans le foie, le 

cerveau, les seins, l'intestin, le jéjunum, les poumons, les surrénales, l'endomètre, le 

placenta, les reins et les plaquettes sanguines. La SULT2A1 est exprimée dans le foie, les 

surrénales du fœtus et de l'adulte, le duodénum et les isoformes des SULT2B dans la 

prostate, le placenta, les surrénales, les ovaires, les poumons, les reins et le colon. La 

SULT4A1 a seulement été identifiée dans le cerveau et la SULT6B1 dans les testicules et les 

reins. Le PAPS (3'-phosphoadénosine 5'-phosphosulfate), synthétisé dans tous les tissus chez 

les mammifères, est le donneur universel du groupement sulfate pour toutes les réactions 

de sulfoconjugaison quelle que soit l'isoforme des SULT impliquée (Jancova et al., 2010). Il 

existe des différences interspécifiques et entre sexes en ce qui concerne les isoformes qui 

conjuguent les hormones thyroïdiennes. L'isoforme SULT1C1 joue par exemple un rôle 

important dans la sulfoconjugaison des hormones thyroïdiennes chez le rat mâle alors que 
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ce sera plutôt l'isoforme SULT1B1 chez le rat femelle ou l'isoforme SULT1A1 chez l'Homme 

(Visser et al., 1998). 

c. Clivage de la liaison éther 

Le clivage de la liaison éther de la T4 ou de la T3 consiste en la rupture du noyau 

thyronine au niveau de sa liaison éther afin de libérer une diiodotyrosine à partir de 

l'anneau interne et une quinone après désiodation de l'anneau externe (Oziol et al., 2001; 

Wu et al., 2005). Cette réaction serait catalysée par une peroxydase, probablement en 

présence d'H2O2 (Burger et al., 1983; Kubota et al., 1985). Chez l'Homme sain, le clivage 

de la liaison éther serait une voie métabolique des hormones thyroïdiennes de faible 

importance, la proportion de DIT rejoignant le plasma provenant plutôt de la thyroïde et 

de l'hydrolyse de la thyroglobuline. Le clivage de la liaison éther pourrait être plus 

important chez le rat, ou chez l'Homme dans certaines conditions pathologiques associées 

à une leucocytose élevée (Schoenmakers, 1994). Enfin, la présence d'une source 

extrathyroïdienne de monoiodotyrosine provenant de la désiodation de la diiodotyrosine à 

été suggérée chez l'Homme (Tan et al., 1990). 

d. Désamination et décarboxylation 

La désamination de la T4 et de la T3 conduit à la formation de l'acide 

tetraiodothyroacétique (Tetrac) et de l'acide triiodothyroacétique (Triac) grâce à la 

thyroid hormone aminotransferase, transaminase localisée dans le foie et dans les reins, ou 

à la L-amino acid oxidase localisée dans les reins chez les mammifères. Les métabolites de 

la T4 et de la T3 comme la T2 ne sont pas soumis à cette désamination, à l'exception de la 

rT3 qui donne un reverse Triac. Les Tetrac et Triac peuvent être désiodés, 

glucuronoconjugués ou sulfoconjugués. Par exemple, chez le rat, la glucuronidation est la 

voie de métabolisation majeure des Triac. Enfin, les Tetrac et les Triac ont une activité 

thyromimétique du fait de leur capacité à se lier aux récepteurs des hormones 

thyroïdiennes se traduisant par une capacité à moduler la sécrétion de TSH, les Triac étant 

même plus efficaces que la Lévothyroxine pour traiter certains goitres (Wu et al., 2005). 

Cependant, l'importance de cette voie de métabolisation reste mineure en conditions 

physiologiques car la production totale de Tetrac et de Triac correspond à une voie 

d'élimination de moins de 2 % de la T4 produite chaque jour (Curran and DeGroot, 1991). 

La décarboxylation de la T4 et de la T3 conduit à la formation de la 

tetraiodothyronamine (Tetram) et de la triiodothyronamine (Triam) grâce à une 

décarboxylase encore inconnue. Le rôle de ces Tetram et Triam est actuellement peu 

connu. Cependant, la 3-iodothyronamine serait la plus puissante des iodothyronamines et 
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aurait un rôle antagoniste à celui de la T3 en réduisant par exemple la température 

corporelle et la fréquence cardiaque (Wu et al., 2005; Hoefig et al., 2012). 

e. Bilan des voies de métabolisation des hormones thyroïdiennes 

 

Figure 7: Les voies de métabolisation des hormones thyroïdiennes 

f. Modulation de la métabolisation des hormones thyroïdiennes 

La désiodase D1 peut être inhibée par le propylthiouracil. La D2 est modulée par 

les PCB, ce qui modifie les niveaux de T3 et interfère par exemple avec le développement 

de la cochlée ou oreille interne chez le fœtus. Une diminution de la synthèse 

périphérique de T3 a également été montrée lors d'une altération de l'activité des 

désiodases par l'érythrosine, l'ocylmethoxycinnamate utilisé dans les crèmes solaires, le 

pesticide methoxychlore, le plomb et le cadmium (Patrick, 2009). 

Les PBDE et les hydrocarbures aromatiques polyhalogénés (PHAH) réduisent la 

concentration plasmatique en T4 par une augmentation de la glucuronoconjugaison de la 

T4 dans le foie. Les PCB peuvent également induire les UGT hépatiques et ainsi augmenter 

l'élimination de la T4 via une activation du récepteur nucléaire AhR (Kashiwagi et al., 

2009). L'activité des sulfotransférases peut quant à elle être inhibée par les PCB, le 

triclosan, le pentachlorophénol et les dioxines, ce qui induit une modification des 

niveaux en T3 et en T4 périphériques critique compte-tenu du rôle de ces enzymes au 

niveau du cerveau, de l'utérus, de la glande mammaire et de l'intestin (Patrick, 2009). 
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2. Une régulation du métabolisme via des récepteurs nucléaires 

xénosenseurs 

a. Structure et fonctionnement des récepteurs nucléaires 

Les récepteurs nucléaires sont des facteurs de transcription. Tous les récepteurs 

nucléaires ont une structure commune composée d'un domaine de liaison à l'ADN (DBD) 

qui permet au récepteur de se fixer sur une séquence de l'ADN constituant un élément de 

réponse spécifique et un domaine de liaison au ligand (LBD) localisé dans la partie C-

terminale du récepteur qui reconnait des ligands spécifiques hormonaux ou non (figure 8). 

 

Figure 8: Structure des récepteurs nucléaires. 
A/B: région N-terminale, C: DBD, domaine de liaison à l'ADN, D: région "charnière", E: LBD, domaine 
de liaison au ligand, F: région C-terminale. D'après Mangelsdorf et al., 1995; Olefsky et al., 2001. 

Le DBD comporte deux "doigts de zinc", ce qui différencie les récepteurs nucléaires 

des autres protéines qui se lient à l'ADN. Les récepteurs nucléaires peuvent être classés 

dans 4 groupes en fonction de leurs ligands, de l'élément de réponse du DBD sur lequel ils 

se fixent (séquence de nucléotides répétée dans le sens direct ou indirect) et de leur 

fonctionnement sous forme d'homodimère, d'hétérodimère ou de monomère (figure 9). 

 

Figure 9: Les quatre groupes de récepteurs nucléaires. 
D'après Mangelsdorf et al., 1995; Olefsky et al., 2001. 
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b. Récepteurs nucléaires xénosenseurs et métabolisme des hormones 

thyroïdiennes 

Chez les mammifères, les récepteurs CAR (Constitutive Androstane Receptor) et 

PXR (Pregnane X Receptor) sont considérés comme des xénosenseurs (Handschin and 

Meyer, 2003). Leur fonction est de déclencher une réponse cellulaire adaptée lors d'une 

exposition à des xénobiotiques comme certains perturbateurs endocriniens (tableau 9). 

 

Perturbateurs endocriniens Perturbation 

Stéroïdes Acétate de cyprotérone Androgènes 

 Spironolactone Androgènes, aldostérone, progestatif 

Pesticides Alachlor Hormones thyroïdiennes, estrogènes, androgènes 

 Chlordane Estrogènes, androgènes 

 Chlordecone Estrogènes 

 Chlorpyrifos Estrogènes 

 Cyperméthrine Reproduction 

 DDE Androgènes 

 DDT Estrogènes, androgènes 

 Dieldrin Estrogènes, androgènes 

 Endosulfan Estrogènes, androgènes 

 Lindane Estrogènes, reproduction 

 Methoxychlor Estrogènes, androgènes 

 Mono/Bis-OH-methoxychlor Estrogènes 

 Trans-nonachlor Progestérone, estrogènes 

 Trifluralin Reproduction, métabolisme 

 Vinclozolin Androgènes 

Phthalates Acide phthalique Androgènes 

 MEHP / DEHP Androgènes 

 DBP Estrogènes 

Alkylphénol Nonylphénol Estrogènes 

PCBs PCBs hautement chlorés Estrogènes 

Autres Benzophénone Estrogènes, androgènes 

 BPA Estrogènes 

 Triclosan Androgènes 

Tableau 9: Perturbateurs endocriniens connus pour être des ligands de CAR et/ou de PXR. 
D'après Kretschmer and Baldwin, 2005. 
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En réponse à ces xénobiotiques ou à d'autres ligands endogènes ou exogènes, les 

récepteurs CAR et PXR entrainent une modulation d'enzymes hépatiques impliquées dans le 

métabolisme des hormones thyroïdiennes ou de transporteurs membranaires de ces 

hormones (tableau 10). 

 

Récepteur Ligand Effets Références 

CAR Phénobarbital 
Induction UGT et SULT chez les 
rongeurs ou les amphibiens 

Kretschmer and Baldwin, 2005  TCPOBOP 

 PBDE 

 

PGC-1α 
(produit lors 
d'une 
restriction 
calorique) 

Induction UGT1A1, SULT1A1 et 
SULT2A1 chez la souris 

Maglich et al., 2004 

 Phénobarbital Induction D1 chez la souris Konno et al., 2008 

 PBDE 
Induction UGT2B, SULT1B1, 
MRP2, MRP3, OATP1A2 et D1 
chez le rat 

Szabo et al., 2009 

 TCPOBOP 
Induction UGT1A1, OATP1B2 
chez la souris 

Xie, 2008 

PXR PCN 
Induction UGT1A1 et UGT1A9 
chez la souris 

Chen et al., 2003 

 PCN 
Induction OATP1A2 chez la 
souris 

Staudinger et al., 2001 

 PBDE 
Induction MRP2, MRP3 et 
OATP1A2 chez le rat 

Szabo et al., 2009 

 PCN 
Induction UGT1A1, UGT1A2 et 
UGT1A5 chez le rat 

Vansell and Klaassen, 2002 

Tableau 10: Enzymes responsables du métabolisme des hormones thyroïdiennes et 
transporteurs membranaires modulés par les récepteurs nucléaires CAR et PXR. 

Il est cependant important de noter que les modulations d'enzymes hépatiques 

décrites ici ne sont pas les mêmes en fonction du ligand qui active le récepteur. Or, un  

ligand d'un récepteur nucléaire dans une espèce ne l'est pas toujours dans une autre 

espèce et n'aura donc pas le même effet sur les enzymes hépatiques impliquées dans le 

métabolisme des hormones thyroïdiennes ou sur les transporteurs membranaires de ces 

hormones. Un ligand pourra donc être un perturbateur thyroïdien dans une espèce et pas 

dans une autre. Un récapitulatif des différences interspécifiques connues pour certains 

ligands non endogènes de CAR et de PXR murin ou humain est présenté dans le tableau 11. 
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Ligand mCAR hCAR mPXR hPXR Références 

Rifampicine   Faible X Bertilsson et al., 1998; Blumberg et al., 1998; 

Chrencik et al., 2005; Jones et al., 2000; 

Lehmann et al.; 1998, Moore et al., 2000b; 

Zhu et al., 2004; Goodwin et al., 1999 

PCN   X Faible Bertilsson et al., 1998; Blumberg et al., 1998; 

Chrencik et al., 2005; Jones et al., 2000; 

Kliewer et al., 1998; Lehmann et al., 1998; 

Moore et al., 2000b 

Dexaméthasone   X Faible Kliewer et al., 1998; Blumberg et al., 1998; 

Moore et al., 2000b; Lehmann et al., 1998 

Hyperforine   X X Moore et al., 2000a; Watkins et al., 2003b; 

Zhu et al., 2004 

TCPOBOP X 0 0 Faible Moore et al., 2000b; Tzameli et al., 2000 

CITCO 0 X   Maglich et al., 2003 

Clotrimazole 0 X X X Bertilsson et al., 1998; Jones et al., 2000; 

Lehmann et al., 1998; Maglich et al., 2003; 

Moore et al., 2000b; Zhu et al., 2004; 

Goodwin et al., 1999 

Tableau 11: Ligands non endogènes de CAR et de PXR chez la souris et l'Homme. 
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E. Perturbateurs thyroïdiens et action des hormones thyroïdiennes 

1. Perturbation des récepteurs nucléaires des hormones 

thyroïdiennes 

Bien que les hormones thyroïdiennes soient capables d'exercer une effet sur des 

cibles cellulaires non nucléaires, leur effet majeur passe par la régulation de la 

transcription de gènes cibles via une action au niveau de récepteurs nucléaires (Yen, 

2001). 

a. Les récepteurs nucléaires des hormones thyroïdiennes 

Les récepteurs nucléaires des hormones thyroïdiennes (TR) font partie du groupe II 

des récepteurs nucléaires (figure 9) et forment un hétérodimère avec le récepteur RXR 

(Récepteur X des Rétinoïdes). Il y a deux isoformes principales des récepteurs nucléaires 

aux hormones thyroïdiennes, TRα (ou c-erbAα) et TRβ (ou c-erbAβ), dont les gènes sont 

respectivement localisés sur les chromosomes 17 et 3 chez l'Homme. Ces deux isoformes 

existent également chez les amphibiens, le poussin, la souris et le rat (Yen, 2001). 

Un épissage alternatif de l'ARN de l'isoforme TRα conduit ensuite à la formation de 

deux protéines distinctes: TRα1 et TRα2 ou c-erbAα2 (Yen, 2001). Il existe également deux 

protéines tronquées, TRαΔ1 et TRαΔ2. TRα1 présente une expression ubiquitaire et est le 

seul des TRα qui peut fixer la T3. TRα2 est généralement co-exprimé avec TRα1. Les deux 

protéines tronquées s'expriment exclusivement dans le cerveau, les poumons et l'intestin. 

TRα2, TRΔα1 et TRΔα2 peuvent inhiber l'activité du récepteur TRα1 (Plateroti et al., 

2002). 

Un épissage alternatif de l'ARN de l'isoforme TRβ conduit aux deux protéines TRβ1 

et TRβ2 (Yen, 2001). Deux autres protéines pour l'isoforme TRβ, TRβ3 et la protéine 

tronquée TRΔβ3, ont été également récemment identifiées chez le rat. TRβ1 présente une 

expression ubiquitaire, TRβ2 s'exprime seulement au niveau du système nerveux central et 

périphérique (cerveau, cervelet, hypophyse, hypothalamus, rétine et nerfs sensoriels), 

TRβ3 est exprimé majoritairement dans les reins, le foie et les poumons et TRΔβ3 dans les 

poumons et la rate. La protéine tronquée TRΔβ3 ne se lie pas à l'ADN mais peut fixer la T3, 

elle joue alors un rôle antagoniste aux autres protéines TRβ (Plateroti et al., 2002). 

Pour déterminer le rôle des TR, des études ont été menées sur des souris déficientes 

pour les différentes isoformes. Les résultats de ces études sont présentés dans le tableau 

12. 
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Paramètre Effets Souris Référence 

Croissance Réduite et mort TRα-/-, TRα-/-/TRβ-/- Gauthier et al., 1999 

Maturation 
osseuse 

Réduction du développement 
des centres épiphysaires 

TRα-/-, TRα-/-/TRβ-/- Gauthier et al., 1999 

Fraichard et al., 1997 

Organes Réduction de la taille du foie, 
du cœur, des poumons et des 
reins 

TRα-/-/TRβ-/- 

 

Gauthier et al., 1999 

 Altération de l'intestin TRα-/-, TRα-/-/TRβ-/- Gauthier et al., 1999 

TSH Augmentation TRβ-/-, TRα-/-/TRβ-/- Gauthier et al., 1999 

Forrest et al., 1996 

Weiss et al., 1998 

T4 et T3 Augmentation 

 

 

Réduction 

TRβ-/-, TRα-/-/TRβ-/- 

 

 

TRα-/- 

Gauthier et al., 1999 

Forrest et al., 1996 

Weiss et al., 1998 

Fraichard et al., 1997 

Thyroïde Hyperplasie 

Hypoplasie 

TRβ-/-, TRα-/-/TRβ-/- 

TRα-/- 

Gauthier et al., 1999 

Gauthier et al., 1999 

Tableau 12: Modifications physiologiques observées chez des souris déficientes pour les 
différentes isoformes des récepteurs nucléaires des hormones thyroïdiennes. 

Ces études suggèrent que les TRα et TRβ sont différentiellement impliqués dans 

le contrôle de la production de TSH et dans le contrôle du développement et des 

processus métaboliques et endocriniens. D'un côté, ils interagissent pour le contrôle de 

certaines fonctions, comme le contrôle de la production de TSH. En effet, les 

concentrations plasmatiques en TSH sont déjà augmentées chez les souris TRβ-/- et encore 

plus chez les souris déficientes pour les TRα et TRβ. D'un autre côté, ils ont des rôles 

distincts dans certains tissus, les souris TRα-/- et TRα-/-/TRβ-/- présentant le même défaut 

de maturation osseuse alors que les TRβ-/- présentent un développement des centres 

épiphysaires du tibia équivalent à celui de souris sauvages. 

b. Corépresseurs et coactivateurs 

Les récepteurs nucléaires des hormones thyroïdiennes sont fixés en permanence à 

leur élément de réponse. Ils ont la particularité de pouvoir réprimer ou activer la 

transcription de gènes cibles selon qu'ils ont fixé la T3 ou non (Plateroti et al., 2002). En 

l'absence d'hormone, les TR fixent les corépresseurs N-CoR (nuclear receptor corepressor) 

et SMRT (silencing mediator for retinoid and thyroid hormone receptor). Ceux-ci sont 

associés à un complexe protéique HDAC (histone deacetylase)/SIN3 (SWI/SWF 
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independent 3) qui conduit à désacétyler la chromatine environnante en la rendant 

inactive. Lors de la fixation de la T3, la conformation du récepteur nucléaire des hormones 

thyroïdiennes change, ce qui déstabilise la liaison des corépresseurs et favorise la liaison 

de coactivateurs possédant une activité acétyltransférase (complexe SRC (steroid 

receptor coactivator)/p160 - CBP (CREB-binding protein)/p300). Ceci facilite alors la 

fixation du complexe TRAP220/DRIP205 (thyroid hormone associated protein/vitamin D 

receptor interacting protein) responsable du recrutement de POL II (RNA polymerase II) et 

des facteurs de transcription permettant la transcription des gènes cibles (figure 10). 

 

Figure 10: Corépresseurs et coactivateurs des récepteurs nucléaires des hormones 
thyroïdiennes. 

D'après Ito and Roeder, 2001; Yen, 2001; Lazar, 2003. 

c. Modulation de l'activité des récepteurs nucléaires des hormones 

thyroïdiennes par des contaminants 

Le bisphénol A inhibe la liaison de la T3 aux récepteurs nucléaires des hormones 

thyroïdiennes et, par le recrutement du corépresseur N-CoR, supprime la transcription in 

vitro. Il a été décrit comme un antagoniste de la T3 in vivo à partir de différents modèles 

d'amphibiens (Fini et al., 2007; Heimeier et al., 2009; Kashiwagi et al., 2009; Heimeier et 
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Shi, 2010). Enfin, les PCB, les PBDE, leurs métabolites halogénés et probablement les 

polybromobiphényls et les phthalates se lient aussi aux TR et pourraient ainsi avoir un 

effet sur leur fonctionnement (Zoeller, 2005). 

2. Le cas particulier des récepteurs mitochondriaux 

Deux récepteurs des hormones thyroïdiennes ont été décrits dans les mitochondries 

du foie de rat: p43 (43 kDa) et p28 (28 kDa) (Wrutniak-Cabello et al., 2001). Ils sont issus 

d'un épissage alternatif de l'isoforme TRα. Les récepteurs TRα1, TRα2, p43 et p28 ont 

également été identifiés dans les mitochondries des cardiomyocytes (Psarra and Sekeris, 

2008). La liaison de la T3 ou de la T2 au niveau de la mitochondrie entraine une réponse 

plus rapide que lors de la liaison de la T3 aux récepteurs nucléaires des hormones 

thyroïdiennes et favoriserait majoritairement une régulation de la thermogénèse et du 

métabolisme oxydatif. En effet, le récepteur p43 serait fortement exprimé dans les 

mitochondries du tissu adipeux brun et à l'inverse très peu exprimé dans le cerveau qui 

n'est pas considéré comme impliqué dans l'effet calorigénique des hormones thyroïdiennes. 

Ces récepteurs mitochondriaux pourraient également être impliqués dans les phénomènes 

d'apoptose, dans l'arrêt ou la réduction de la prolifération de différentes lignées 

cellulaires, et dans la différenciation de certaines cellules comme les myoblastes 

(Wrutniak-Cabello et al., 2001). 
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F. Le cas de l'insecticide agrovétérinaire fipronil 

1. Historique et législation 

Le fipronil, 5-amino-1-(2,6-dichloro-4-(trifluorométhylphényl)-4-(trifluorométhylsul-

-finyl) pyrazole-3-carbonitrile, CAS 120068-37-3), est une substance active de produit 

phytosanitaire appartenant à la famille chimique des phénylpyrazoles. Il a été mis au 

point en France par la société Rhône-Poulenc Agro entre 1985 et 1987 et mis sur le marché 

en 1993. Il a été développé sous forme d'appât contre les cafards et les fourmis, de spray 

ou de spot-on contre les puces, les tiques et les poux broyeurs des animaux de compagnie, 

dans les produits pour gazon contre les courtilières, en tant que produit phytosanitaire 

contre la chrysomèle des racines du maïs, les coléoptères de la pomme de terre ou les 

charançons du riz et du maïs ou contre les sauterelles, les termites et les insectes 

résistants aux pyréthroïdes, aux organophosphorés et aux carbamates (Connelly, 2001). 

En ce qui concerne l'usage en tant qu'antiparasitaire externe chez les animaux de 

compagnie, le fipronil, distribué dans 120 pays, est l'antiparasitaire le plus vendu dans le 

monde. En France en 2004 il représentait 80% des antiparasitaires externes mis sur le 

marché et la quantité de fipronil distribuée était alors de 2310 kg (AFSSA, 2005). En ce qui 

concerne l'usage en tant que produit phytosanitaire, le fipronil a été interdit en France en 

février 2004 car le Régent®, insecticide commercialisé par la société BASF pour le 

traitement des semences de maïs dont la substance active est le fipronil, était accusé 

d'être responsable de la mortalité des abeilles. En Europe, une évaluation communautaire 

a suivi et s'est conclue par un rapport de l'European Food Safety Authority (EFSA, 2006) qui 

a conduit à une inscription du Régent TS par la directive 2007/57/CE du 16 août 2007, en 

tant qu'insecticide destiné au traitement des semences, à l'annexe I de la directive 

91/414/CEE des substances actives autorisées dans la composition des produits 

phytopharmaceutiques. Cependant, il a été rappelé aux Etats membres qu'il convenait de 

rester particulièrement vigilant en ce qui concerne le risque potentiel du fipronil pour les 

abeilles. 

2. Mode d'action 

Le fipronil appartient à la seconde génération des insecticides agissant sur les 

canaux chlorure des récepteurs GABA (acide γ-aminobutyrique, Hainzl et al., 1998). Le 

GABA est un des neurotransmetteurs inhibiteurs majeurs du cerveau (Ikeda et al., 2001). 

Une perturbation de ces récepteurs entraine chez l'insecte une paralysie tonique puis la 

mort. Il existe deux types de récepteurs GABA, le récepteur GABAA et le récepteur GABAB. 

Les récepteurs GABA sont des récepteurs à canaux ioniques. Il sont sensibles aux 
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barbituriques, aux benzodiazépines, à la picrotoxine (extrait des fruits de la coque du 

Levant), à la bicuculline (alcaloïde des plantes), aux anesthésiques généraux, aux alcools, 

au muscimol (alcaloïde des champignons) et à certains insecticides (Ikeda et al., 2001). La 

fixation du GABA sur son site de reconnaissance sur le récepteur provoque l'ouverture d'un 

canal à ions chlorure qui produit l'hyperpolarisation de la cellule cible. 

Le mécanisme d'action potentiel du fipronil, et de ses deux métabolites principaux 

fipronil sulfone et fipronil désulfinyl, a été caractérisé in vitro chez les mammifères et les 

insectes par l'étude de la capacité des molécules à déplacer le [3HBOB], un ligand 

spécifique des récepteurs GABA, de son site de liaison (Hainzl and Casida, 1996; Hainzl et 

al., 1998) ou par la méthode du patch-clamp (Ikeda et al., 2001; Zhao, et al., 2005; Li and 

Akk, 2008), et in vivo chez la souris ou la mouche (Hainzl and Casida, 1996; Hainzl et al., 

1998). Ces études ont montré que le fipronil avait une action sur le récepteur GABAA (Varro 

et al., 2009). L'insecticide exerce une inhibition non compétitive du récepteur. Pour cela, 

il n'est pas nécessaire que les canaux ioniques soient ouverts, c'est-à-dire que le GABA 

active le récepteur, même si cela facilite l'inhibition par le fipronil. Cette inhibition est 

lente et réversible (Ikeda et al., 2001). Les métabolites, et en particulier le fipronil 

sulfone, pourraient également inhiber les récepteurs GABA. Cependant, la toxicité relative 

du fipronil et de ses métabolites reste controversée, de même que la sélectivité du fipronil 

pour les récepteurs GABA des insectes plutôt que pour ceux des mammifères. En effet, la 

biotransformation du fipronil en fipronil sulfone serait pour certains un processus de 

détoxification de la molécule parente (Li et Akk, 2008) alors que d'autres études suggèrent 

que l'affinité du fipronil sulfone pour le récepteur GABAA des mammifères est 7 fois plus 

grande que celle du fipronil (Hainzl et al., 1998; Zhao et al., 2005). De plus, in vivo, 

l'exposition du système nerveux central de la souris quasi exclusivement au fipronil, par 

inhibition totale de la biotransformation du fipronil en fipronil sulfone, ou quasi 

exclusivement au fipronil sulfone, par un traitement au fipronil rapidement métabolisé en 

fipronil sulfone, entraine les mêmes signes d'empoisonnement et le même taux de 

mortalité (Hainzl et al., 1998), ce qui suggère que le fipronil et le fipronil sulfone sont 

aussi toxiques l'un que l'autre pour la souris. Les mêmes auteurs soulignent tout de même 

que le composé parent serait plus toxique pour les récepteurs GABA des insectes que pour 

ceux des mammifères. 

Enfin, le fipronil comme le fipronil sulfone serait aussi un inhibiteur des récepteurs 

au glutamate, d'autres récepteurs à canaux ioniques avec un canal à ions chlorure. Or, ces 

récepteurs ne sont présents que chez les invertébrés, ce qui expliquerait la forte 

spécificité d'action du fipronil ou de son métabolite sur le système nerveux central des 

invertébrés (Zhao et al., 2005; Narahashi, 2010). 
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3. Métabolisme 

Les métabolites du fipronil formés in vivo et identifiés par LC-MS/MS sont présentés 

dans la figure 11. 

 

Figure 11: Métabolisme du fipronil 
D'après Cravedi et al. (Under Review) 

Le fipronil sulfone, obtenu par sulfoxydation du groupement thioéther du fipronil, 

est le principal métabolite formé chez l'Homme et chez le rat. En effet, chez le rat 

ayant reçu un bolus po de 14C-fipronil (10 mg/kg), 90% de la radioactivité, retrouvée 

essentiellement dans le tissu adipeux, les surrénales, l'intestin, le foie et dans une moindre 

mesure dans le cerveau, était sous forme de fipronil sulfone (Cravedi et al., Under 

Review). C'est aussi le principal métabolite formé in vitro par des microsomes humains ou 
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de rat (Tang et al., 2004). La biotransformation du fipronil en fipronil sulfone est localisée 

dans le foie sous l'action des cytochromes P450 (CYP) et en particulier de l'isoforme 3A4 

chez l'Homme (Tang et al., 2004; Das et al., 2006). La constante d'affinité du CYP3A4 pour 

le fipronil serait similaire chez l'Homme et chez le rat, alors que la vitesse maximale 

d'élimination du fipronil est supérieure chez le rat. Ceci indique qu'il y aurait des 

différences interspécifiques en ce qui concerne la clairance du fipronil chez ces deux 

espèces et que le fipronil sulfone pourrait être plus rapidement formé chez le rat que chez 

l'Homme (Tang et al., 2004). De plus, le fipronil sulfone est plus cytotoxique pour des 

hépatocytes humains et un plus fort inducteur des enzymes hépatiques que le fipronil 

lui-même (Das et al., 2006). Ces différences interspécifiques de biotransformation du 

fipronil en fipronil sulfone, pourrait conduire à des différences interspécifiques dans le 

potentiel toxique du fipronil. Ces différences interspécifiques ne sont cependant peu ou 

pas prises en compte dans les évaluations toxicologiques réglementaires. 

4. Les données des évaluations toxicologiques réglementaires 

Compte-tenu de la diversité des formulations du fipronil et de la diversité des 

usages de cet insecticide, l'Homme peut être exposé au fipronil par voie respiratoire, 

cutanée et orale. Pour la contamination par voie respiratoire, l'exposition humaine au 

fipronil résulte principalement de la présence de poussières ou de fines gouttelettes 

véhiculant la substance active dans l'air, notamment lors du traitement d'animaux 

domestiques avec un spray. Les personnes les plus exposées sont les professionnels 

affectés à la production du fipronil, à l'enrobage des semences ou à la formulation des 

produits, les agriculteurs utilisateurs de semences enrobées et les particuliers utilisant des 

produits conditionnés sous forme de sprays. Pour ce qui est de la production des 

médicaments vétérinaires par exemple, une étude a montré la présence de fipronil et de 

fipronil sulfone dans le plasma des travailleurs affectés à la fabrication des produits 

contenant du fipronil (Herin et al., 2011). Pour la contamination par voie cutanée, les 

professionnels sont exposés lors de l'enrobage des semences ou la préparation des solutions 

concentrées de biocides à base de fipronil. L'exposition des particuliers est essentiellement 

accidentelle et résulte notamment du contact avec des animaux traités avec les 

antiparasitaires à base de fipronil. Pour la contamination par voie orale, la population 

générale peut être exposée par voie alimentaire via la consommation de denrées ou d'eau 

contenant des résidus de fipronil ou via un contact "main-bouche" lors de l'application des 

produits à base de fipronil (AFSSA, 2005). Du fipronil et/ou ses métabolites ont par 

exemple été retrouvés dans les graines de tournesol lors d'un traitement des racines de la 

plante (Aajoud et al., 2006), dans le lait de vache quand les animaux ont été nourris avec 
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de l'ensilage de maïs traité au fipronil (Le Faouder et al., 2007) ou dans le miel de fleurs 

(Jiménez et al., 2008). Il existe donc une grande diversité des sources d'exposition au 

fipronil pouvant conduire à une contamination potentiellement importante de 

l'environnement humain. 

a. Toxicité aiguë 

Le fipronil est peu à modérément toxique par voie cutanée avec une DL50 (Dose 

Létale 50 = dose conduisant à la mort de la moitié des individus) supérieure à 2 g/kg chez 

le rat et de 354 mg/kg chez le lapin. Ces doses sont supérieures aux doses administrées 

lors du traitement antiparasitaire des chats ou des chiens avec du fipronil (7.5 à 15 mg/kg 

avec du Frontline® en spray et 12.5 mg/kg avec du Frontline® Spot-on pour chats par 

exemple). La NOAEL (No Observable Adverse Effect Level = dose sans effet nocif observé) 

du fipronil par voie cutanée a été déterminée à 5 mg/kg/j à partir d'une étude sur des 

lapins traités 6h par jour pendant 21 jours à différentes doses de fipronil. Il est également 

peu à modérément toxique par inhalation avec une CL50 (Concentration Létale 50) de 

0.390 à 0.682 mg/L d'air chez le rat. Le fipronil est considéré comme modérément 

toxique par voie orale avec une DL50 de 97 mg/kg chez le rat et de 95 mg/kg chez la 

souris. Le fipronil sulfone a une toxicité aiguë par voie orale inférieure à celle du 

fipronil chez le rat avec une DL50 de 218 mg/kg. La NOAEL du fipronil par voie orale a été 

déterminée à 2.5 mg/kg à partir d'une étude sur des rats traités par gavage à différentes 

doses de fipronil. Les principaux signes observés lors de ces essais et quelque soit la voie 

d'administration étaient des signes neurologiques (tremblements, convulsions, 

piloérection, léthargie…) (AFSSA, 2005). Chez l'Homme, une ingestion accidentelle de 

fipronil à une dose d'environ 30 à 70 mg/kg (ingestion de 50 à 100 mL de Regent à 50 g/L 

de fipronil) est caractérisée par l'apparition de vomissements et de convulsions (Mohamed 

et al., 2004). 

b. Effet perturbateur thyroïdien du fipronil et différences interspécifiques 

Des essais de toxicité à moyen terme à doses répétées par voie orale ont été 

réalisés chez le rat, le chien et la souris pendant une durée de 21, 28 ou 90 jours avec le 

fipronil ou certains de ces métabolites (AFSSA, 2005). Les doses non létales entrainent 

entre autres une diminution de la consommation d'aliment, une diminution du poids 

corporel, une hépatomégalie et une dégénérescence des hépatocytes chez les trois 

espèces. Des effets sur la thyroïde sont observés uniquement chez le rat avec une 

augmentation de la masse de la thyroïde, et une hypertrophie et/ou une hyperplasie des 

cellules folliculaires thyroïdiennes. Des effets neurotoxiques sont seulement observés 
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chez le chien après administration par voie orale de la dose élevée de 10 mg/kg/j de 

fipronil pendant 90 jours. 

Lors des essais de toxicité à long terme (administration répétée de fipronil pendant 

au moins un an), on observe chez le rat comme chez le chien des troubles neurologiques 

et des modifications morphologiques et fonctionnelles du foie, de la thyroïde et des 

reins. Chez le rat, en plus des effets sur la thyroïde observés lors des études de toxicité à 

moyen et à long terme, les études de cancérogenèse ont montré une augmentation de 

l'incidence des tumeurs folliculaires de la thyroïde lors d'une administration quotidienne 

par voie orale et pendant la vie entière de 12.7 mg/kg/j de fipronil chez les mâles et de 

16.7 mg/kg/j de fipronil chez les femelles. Le fipronil ne possèderait pas d'activité 

mutagène qui pourrait expliquer ces tumeurs thyroïdiennes mais il induirait un déséquilibre 

hormonal à l'origine de l'apparition des tumeurs caractérisé par une diminution des 

concentrations plasmatiques de T4 et une augmentation des concentrations de TSH. En 

revanche, le niveau de T3 circulant ne serait pas modifié. Les effets sur la concentration de 

T4 et de TSH seraient réversibles dès la deuxième semaine suivant l'arrêt du traitement. 

Cette étude met également en évidence une atteinte hépatique par une augmentation du 

poids du foie et des perturbations biochimiques et une augmentation de la clairance 

biliaire de la T4 (AFSSA, 2005). Cet effet perturbateur thyroïdien du fipronil concorde avec 

les résultats obtenus par Leghait et al. (2009) qui montrent une augmentation de 

l'élimination des hormones thyroïdiennes associée à une augmentation de l'activité 

hépatique des UGT impliquées dans le métabolisme des hormones thyroïdiennes. De plus, 

le fipronil augmenterait la capture d'iode dans la thyroïde ainsi que l'activité de la TPO 

(Hurley, 1998). 

Cependant, les données expérimentales disponibles sur la cancérogénèse 

thyroïdienne due au fipronil ne conduisent par à suspecter un risque cancérogène pour 

l'Homme. En effet, chez le rat, les tumeurs folliculaires thyroïdiennes observées résultent 

d'une diminution des hormones thyroïdiennes qui conduisent à une forte augmentation de 

la sécrétion de TSH provoquant ensuite un emballement de la dynamique cellulaire au 

niveau de la thyroïde. Chez l'Homme, la présence de TBG plasmatique pourrait réduire la 

sensibilité à la perturbation thyroïdienne en limitant la diminution des hormones 

thyroïdiennes circulantes, le rétrocontrôle négatif induisant une augmentation de la 

production de TSH et ainsi les tumeurs de la thyroïde. L'effet perturbateur thyroïdien du 

fipronil chez le rat pourrait donc être expliqué par des mécanismes biologiques propres à 

cette espèce (AFSSA, 2005) et notamment à une différence entre le rat et l'Homme en 

termes de protéines plasmatiques de transport des hormones thyroïdiennes et de temps de 

demi-vie des hormones thyroïdiennes. Une étude menée chez le mouton, espèce plus 
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proche de l'Homme en termes de transport plasmatique des hormones thyroïdiennes, 

montrant un effet perturbateur thyroïdien très limité du fipronil (Leghait et al., 2010) 

souligne d'autant plus la présence d'un facteur espèce et la nécessité de se poser la 

question de la validité des modèles animaux utilisés pour étudier une perturbation 

thyroïdienne chez l'Homme. 

c. Un effet perturbateur thyroïdien du fipronil qui peut être lié à la 

métabolisation du fipronil en fipronil sulfone 

Une des causes possibles des différences de réponse entre espèces réside dans une 

différence en termes de métabolisme du fipronil. En effet, le fipronil est décrit comme 

un perturbateur thyroïdien chez le rat engendrant une augmentation de la clairance de la 

T4. Cet effet perturbateur thyroïdien du fipronil est associé à une exposition quasi 

exclusive des rats au principal métabolite du fipronil formé in vivo, le fipronil sulfone, 

plutôt qu'au fipronil lui-même (Leghait et al., 2009). Chez le mouton, l'effet perturbateur 

thyroïdien d'un traitement au fipronil est beaucoup plus limité. Or, le mouton est moins 

exposé au fipronil sulfone que le rat (Leghait et al., 2010). Le fipronil sulfone pourrait 

être responsable de la perturbation thyroïdienne plutôt que le fipronil lui-même. 

Cependant, l'éventualité d'un effet perturbateur thyroïdien du fipronil sulfone n'a pas été 

prise en compte lors des évaluations toxicologiques réglementaires. Ceci est d'autant plus 

critique que le fipronil sulfone persiste plus longtemps dans l'organisme que le fipronil lui-

même. Ainsi, chez le rat, la demi-vie du fipronil est de seulement 8.5h contre 208h pour le 

fipronil sulfone (Mohamed et al., 2004). Chez le mouton, après un traitement au fipronil, 

les concentrations plasmatiques en fipronil sulfone semblent diminuer plus lentement que 

celles en fipronil et reste détectable plus longtemps (Leghait et al., 2010). Chez l'Homme, 

le fipronil est rapidement transformé en fipronil sulfone et n'est plus détectable dans le 

plasma au bout de 15 à 20h après une ingestion accidentelle de fipronil (Mohamed et al., 

2004). La fonction thyroïdienne est majoritairement impliquée dans des processus de 

développement sur le long terme. Par conséquent, une interférence avec la fonction 

thyroïdienne sera d'autant plus délétère qu'elle durera longtemps. Le potentiel 

perturbateur thyroïdien du fipronil pourrait donc dépendre de la capacité de chaque 

espèce à métaboliser le fipronil en fipronil sulfone en supposant que la 

biotransformation du fipronil en fipronil sulfone soit une voie de bioactivation de 

l'insecticide. 
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G. Objectifs et projet de thèse 

Le fipronil est un perturbateur thyroïdien chez le rat. Cependant, le rat est un 

modèle animal controversé pour l'étude des perturbateurs thyroïdiens potentiels chez 

l'Homme du fait de différences interspécifiques en termes de transport plasmatique des 

hormones thyroïdiennes. De plus, les résultats des études de toxicologie comparative 

d'espèce ont montré que la différence de perturbation thyroïdienne dans les différents 

modèles animaux, le rat et le mouton, était associée à une différence d'exposition interne 

au principal métabolite du fipronil formé in vivo, le fipronil sulfone. Cela suggère un rôle 

potentiel du métabolite dans la perturbation thyroïdienne engendrée par un traitement au 

fipronil. 
 

L'objectif de ce travail de thèse était de mieux caractériser le mode d'action du 

fipronil sur la fonction thyroïdienne au niveau hépatique en s'intéressant notamment 1) 

au rôle potentiel du principal métabolite du fipronil formé in vivo, le fipronil sulfone, et 

2) aux différences interspécifiques de métabolisme du fipronil et/ou de sensibilité à la 

perturbation thyroïdienne qui peuvent préjuger de la pertinence des différents modèles 

animaux en termes d'analyse du risque du fipronil pour la santé humaine. 
 

Pour y répondre, nous avons choisi : 
 

 de déterminer quel était le rôle du fipronil sulfone dans la perturbation 

thyroïdienne engendrée par un traitement au fipronil, de préciser les voies 

métaboliques mises en jeu au niveau hépatique impliquées dans cette 

perturbation et si ces voies étaient sensibles à l'action du métabolite (chapitres 2 et 

3) 
 

 de nous appuyer sur un modèle de toxicologie comparative d'espèce in vitro afin 

de quantifier le potentiel effet perturbateur thyroïdien du fipronil chez l'Homme 

comparativement à nos deux espèces modèles (chapitre 4) 
 

 de préciser les mécanismes moléculaires impliqués dans la perturbation 

thyroïdienne engendrée par un traitement au fipronil et notamment le rôle des 

récepteurs nucléaires xénosenseurs (chapitre 5) 
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A. Traitement au fipronil et au fipronil sulfone 

1. Fipronil 

Le fipronil (lot B20050318, pureté estimée par le fournisseur à 95.6%) a été acheté 

chez 3B Medical Systems Inc. (Libertyville, IL, USA). 

2. Fipronil sulfone 

Le fipronil sulfone administré par voie orale à des rats pour déterminer les 

paramètres pharmacocinétiques de la molécule (chapitre 2) et utilisé pour étudier les 

différences interspécifiques en termes de perturbation thyroïdienne sur hépatocytes de 

rat, de mouton et d'Homme (chapitre 4) provenait de Crescent Chemical (Islandia, NY, 

USA; lot 429-35B, pureté estimée par le fournisseur à 99.3%). Pour toutes les autres 

expérimentations, le fipronil sulfone a été synthétisé à partir du fipronil. Brièvement, de 

l'acide 3-chloroperbenzoïque (2.024 g, 11.7 mmol, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, 

France) a été ajouté au fipronil (1.684 g, 3.86 mmol) dans du dichlorométhane (40 mL). La 

suspension obtenue a été conservée à température ambiante pendant 3 jours. La phase 

organique a ensuite été successivement rincée par de l'hydroxyde de sodium 0.2M (20 mL, 

deux fois), de l'eau (20 mL), et une solution aqueuse saturée en chlorure de sodium (20 

mL). Après séchage avec du sulfate de magnésium, le solvant a été évaporé et du 

dichlorométhane a été ajouté à l'extrait sec. Le fipronil sulfone a ensuite été précipité 

(1.245 g ont été obtenus, soit un rendement de 74%). Le point de fusion de la poudre 

obtenue était de 218-219°C, ce qui correspond au point de fusion connu du fipronil sulfone 

(219-221.5°C, Buntain et al., 1988) alors que celui du fipronil est de 195.5-203°C 

(Connelly, 2001). L'absence de fipronil a ensuite été vérifiée par spectrométrie de masse. 

3. Piperonyl butoxide 

Le piperonyl butoxide, sous forme liquide, administré par voie orale à des rats 

(chapitre 2) ou utilisé pour étudier l'effet d'une inhibition de la biotransformation du 

fipronil en fipronil sulfone sur hépatocytes (chapitre 4) provenait de Sigma-Aldrich (Saint-

Quentin Fallavier, France: pureté estimé par le fournisseur à 90%). 

4. Préparation des solutions de traitement 

Toutes les solutions ont été protégées de la lumière pendant toute la durée des 

expérimentations. Les différents solvants utilisés pour administrer le fipronil, le fipronil 

sulfone et/ou le piperonyl butoxide sont présentés dans le tableau 13. 
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Chapitre Expérimentation Solvant Concentration solution 

2 
Administrations répétées 
de fipronil chez le rat 

Solution aqueuse de 
méthylcellulose (0.5% 
w/v) + Tween 80 
(0.01%, w/v) 

Fipronil 1.5 mg/mL en 
suspension 

5 
Transcriptome hépatique 
du rat 

2 
Administration unique de 
fipronil ou de fipronil 
sulfone chez le rat po 

Dissolution dans de 
l'éthanol (0.14 mg/µL) + 
mélange à de l'huile de 
maïs 

Fipronil 1.5 mg/mL et 
fipronil sulfone 1.55 
mg/mL en solution 
(concentrations 
équimolaires de 3.4 
µmoles/mL) 

3 
Toxicologie comparative 
du fipronil et du fipronil 
sulfone chez le rat 

2 

Inhibition de la 
biotransformation du 
fipronil en fipronil sulfone 
chez le rat 

Dissolution du fipronil 
dans de l'éthanol (0.14 
mg/µL) + mélange à de 
l'huile de maïs 
contenant le piperonyl 
butoxide 

Fipronil 3 mg/mL + 
piperonyl butoxide 625 
mg/mL en solution 

Fipronil 1.5 mg/mL + 
piperonyl butoxide 208 
mg/mL, 625 mg/mL puis 
1000 mg/mL en solution 

5 
Expérimentations sur les 
souris 

Solution d'eau 
gommeuse (gomme 
arabique 3%, w/v) 

Fipronil 1 mg/mL 
(transcriptome hépatique 
de souris), 2 mg/mL 
(cinétique de 13C6-LT4) ou 
3.5 mg/mL en suspension 

2 
Administration unique de 
fipronil ou de fipronil 
sulfone chez le rat iv 

Solution de 
DMSO/Ethanol/eau 
(v/v/v) 

Fipronil 1.5 mg/mL et 
fipronil sulfone 1.55 
mg/mL en solution 
(concentrations 
équimolaires de 3.4 
µmoles/mL) 

4 
Traitement des 
hépatocytes de rat, de 
mouton et d'Homme 

DMSO 

Dilutions sériées de 
fipronil et de fipronil 
sulfone en solution et 
dilution du piperonyl 
butoxide 

Tableau 13: Modalités d'administration du fipronil, du fipronil sulfone et du piperonyl butoxide 
dans les différentes expérimentations. 

5. Modalités d'administration des traitements 

In vivo, les doses de fipronil (1.5 à 10 mg/kg) étaient de l'ordre de celles décrites 

comme induisant une perturbation thyroïdienne chez le rat (AFSSA, 2005; Leghait et al., 

2009). Le fipronil sulfone a été administré à des doses molaires identiques à celles en 

fipronil. Le détail de la démarche expérimentale ayant permis d'établir que des 

traitements au fipronil et au fipronil sulfone à des doses équimolaires devaient permettre 
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d'obtenir des concentrations plasmatiques en fipronil sulfone identiques à l'état d'équilibre 

est présenté dans le chapitre 2. La justification des différentes doses de piperonyl 

butoxide utilisées est présentée également dans le chapitre 2. Le choix d'une 

administration des traitements par gavage oro-gastrique permettait de mieux contrôler les 

doses administrées à chaque animal que lors d'une prise spontanée d'aliment tout au long 

de la journée par des animaux placés en hébergement collectif. 

In vitro, les concentrations en fipronil et en fipronil sulfone toxiques pour les 

hépatocytes humains en culture ont été déterminées après 24h de culture avec du fipronil 

ou du fipronil sulfone. La dégradation de 50% des fonctions biologiques ou biochimiques 

des hépatocytes survenait pour une concentration en fipronil de 30 µM et une 

concentration en fipronil sulfone de 15 µM (PNRPE "Fipronil et retardateurs de flamme 

polybromés: exposition et altération des fonctions thyroïdienne et corticosurrénalienne", 

données non publiées). Les hépatocytes ont donc été traités avec des concentrations 

inférieures aux concentrations cytotoxiques conduisant à des concentrations plasmatiques 

en fipronil sulfone de l'ordre de celles retrouvées chez le rat ou le mouton in vivo ou chez 

l'Homme. Lors de l'étude des différences interspécifiques en termes de perturbation 

thyroïdienne sur hépatocytes de rat, de mouton et d'Homme un traitement des 

hépatocytes avec du fipronil à 40 µM a également été ajoutée pour servir de témoin positif 

de cytotoxicité. La dose de piperonyl butoxide a été fixée à une dose inférieure à celle 

précédemment utilisée sur hépatocytes de rat par Niknahad and O'Brien (2004) pour 

prévenir tout effet cytotoxique potentiel de la molécule. 
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B. Modèles animaux 

1. Origine et hébergement des animaux 

Les rats étaient des rats Wistar femelles adultes, de 200 à 250g, provenant de chez 

Janvier (Wistar RjHan:WI, Le Genest Saint Isle, France), Harlan (Wistar HsdHan:WIST 

Outbred, Gannat, France) ou Charles River (Wistar Crl:WI, L'Abresle, France). Les rates 

étaient hébergées par 2 à 4 en cage, excepté lors de la pose d'un cathéter où elles étaient 

hébergées en cages individuelles. Elles étaient placées dans des armoires à rongeurs afin 

d'être soumises à un cycle lumineux inversé (lumières éteintes de 9:00 à 21:00, 

manipulation des animaux pendant leur phase d'activité) dans l'animalerie de l'Ecole 

Nationale Vétérinaire de Toulouse (ENVT, France) ou, pour l'étude du transcriptome 

hépatique de rat (chapitre 5), sur des portoirs et soumises à un cycle lumineux non inversé 

(lumières allumées de 7:00 à 19:00) dans l'animalerie de l'Institut National de la Recherche 

Agronomique de St Martin de Touch (INRA, France). Les rates ont été acclimatées aux 

conditions du laboratoire pendant au moins une semaine avant le début des 

expérimentations. La nourriture (2016 Teklad Diet, Harlan, Gannat, France; ou A04, SAFE, 

Augy, France) et l'eau ont été fournies ad libitum. Les rates ont été pesées deux fois par 

semaine et, pour chaque solution administrée, les volumes ont été ajustés au dernier poids 

relevé. 

Les souris étaient des souris mâles C57BL/6J adultes. Les souris sauvages (wild-

type) provenait de chez Janvier (C57BL/6J Rj, Le Genest St Isle, France). Les souris 

transgéniques déficientes pour le récepteur nucléaire CAR (CAR-/-) ou pour le récepteur 

nucléaire PXR (PXR-/-) avec un fond génétique C57BL/6J ont été obtenues respectivement 

grâce à un don du Professeur David D. Moore (Department of Molecular and Cellular 

Biology, Baylor College of Medicine, Houston, TX, USA) et du Professeur Steven A. Kliewer 

(Department of Pharmacology, University of Texas Southwestern Medical Centre, Dallas, 

TX, USA). Les animaux à l'origine des colonies ont été fournis par le Professeur Urs A. 

Meyer (Division of Pharmacology/Neurobiology, Biozentrum of the University of Basel, 

Bâle, Suisse). Les souris étaient hébergées par 4 à 10 en cage. Elles étaient placées sur des 

portoirs et soumises à un cycle lumineux non inversé (lumières allumées de 7:00 à 19:00) 

dans l'animalerie de l'Institut National de la Recherche Agronomique de St Martin de Touch 

(INRA, France). Les souris ont été acclimatées aux conditions du laboratoire pendant au 

moins deux semaines avant le début des expérimentations. La nourriture (A04, SAFE, Augy, 

France) et l'eau ont été fournies ad libitum. Les souris ont été pesées une fois par semaine 

et, pour chaque solution administrée, les volumes ont été ajustés au dernier poids relevé. 
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2. Modèle de rat pseudo-euthyroïdien 

Un modèle de rat pseudo-euthyroïdien a été développé et validé dans le laboratoire 

par Leghait et al. (2009). Brièvement, la production de T4 endogène a été supprimée dans 

ce modèle par une ablation chirurgicale de la thyroïde afin d'être en mesure de contrôler 

parfaitement le taux d'entrée de la T4 dans l'organisme. Contrairement aux méthodes 

utilisant de la thyroxine marquée (Soldin et al., 2010), ce modèle est le seul qui permet de 

déterminer conjointement in vivo les clairances de la T4 totale et de la T4 libre. Or, de 

précédentes études ont montré que la clairance de la T4 libre pourrait être un 

biomarqueur plus précoce et plus sensible d'une perturbation résultant d'un modification 

du métabolisme des hormones thyroïdiennes (Leghait et al., 2009; Leghait et al., 2010). A 

la suite de la thyroïdectomie, les animaux ont été supplémentés en T3, la forme bioactive 

des hormones thyroïdiennes, pour conserver un état pseudo-euthyroïdien compatible avec 

le maintien d'une activité des enzymes hépatiques normale, ces enzymes étant 

dépendantes de l'apport en hormones thyroïdiennes au niveau du foie (Liddle et al., 1998; 

Masmoudi et al., 1997). 

Les rates ayant reçu du fipronil avec trois doses successives de piperonyl butoxide 

(chapitre 2) ou ayant reçu un bolus intrapéritonéal (ip) de T4 ou d'antipyrine (chapitre 3) 

ont été thyroïdectomisées (THX) une semaine avant le début du traitement au fipronil sous 

anesthésie générale (kétamine/médétomidine ip: Chlorkétam 1000®, Vétoquinol, Lure, 

France: 37.5 mg/kg de kétamine / Domitor®, Pfizer, France: 0.5 mg/kg de médétomidine; 

ou anesthésie gazeuse: AErrane®, Baxter SA, Maurepas, France, 2 à 2.5% d'isoflurane dans 

de l'O2). Elles ont été traitées en préopératoire avec un anti-infectieux à base de 

sulfadoxine/trimethoprime en sous-cutanée (sc) (Borgal®, Intervet SA, Angers, France: 

6.25 mg/kg de sulfadoxine et 1.25 mg/kg de trimethoprime) et un anti-inflammatoire à 

base de flunixine méglumine sc (Finadyne®, Schering-Plough, Courbevoie, France: 5 

mg/kg; ou Meflosyl®, Fort Dodge Santé Animale, Tours, France: 5 mg/kg). Juste après la 

chirurgie, les rates ont également reçu 0.5 mL sc de Téracalcium® (Vétoquinol, Lure, 

France) ou 5 mL sc de Lactate de Ringer (B Braun Medical, Boulogne, France) afin de 

prévenir une hypocalcémie due à une excision ou à une dévascularisation des parathyroïdes 

lors de la chirurgie. Le traitement antibiotique et l'administration de Téracalcium ou de 

Lactate de Ringer ont été renouvelés le lendemain de la thyroïdectomie. Dès le lendemain 

des thyroïdectomies et jusqu'à la fin des expérimentations, les rates ont été 

supplémentées quotidiennement par de la T3 (10 µg/kg/j, sc) à une dose calculée pour 

restaurer à l'état d'équilibre des concentrations plasmatiques en T3 proche des 

concentrations physiologiques (Leghait et al., 2009) et ainsi assurer le maintien d'un état 

pseudo-euthyroïdien. 
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3. Prélèvements sanguins sériés 

Des prélèvements sanguins sériés ont été réalisés chez les rates ayant reçu des 

administrations répétées de fipronil ou une administration unique de fipronil ou de fipronil 

sulfone (chapitre 2) et chez les rates ayant reçu un bolus ip de T4 ou d'antipyrine (chapitre 

3). Un cathéter a été placé dans une des veines fémorales deux jours au moins avant le 

début d'une cinétique sous une anesthésie kétamine/médétomidine ou gazeuse. Tous les 

prélèvements de sang ont été collectés dans des tubes héparinés (10 µL d'héparine diluée 

au 1/10e dans des tubes Eppendorf®, Heparine Choay®, 50 UI/mL, Sanofi-aventis, France). 

Après chaque prélèvement de sang (150 µL à 200 µL afin de ne pas dépasser 10% du volume 

sanguin total prélevé à la fin de la cinétique), un volume de sérum physiologique stérile (B 

Braun Medical, Boulogne, France) équivalent au volume de sang collecté a été administré, 

suivi de 150 µL de sérum physiologique hépariné correspondant au volume mort du 

cathéter (héparine au 1/100e). 

4. Prélèvements terminaux 

Le sang total a été collecté chez les rats après une anesthésie au CO2 ou à 

l'isoflurane par ponction de l'aorte abdominale, de la veine cave postérieure ou via le 

cathéter. Il a été collecté chez les souris après une anesthésie à l'isoflurane par ponction 

intracardiaque. Tous les prélèvements de sang ont été collectés dans des tubes héparinés, 

centrifugés à 4000 x g pendant 15 minutes à +4°C et le plasma a été stocké à -20°C 

jusqu'aux dosages. 

Lors de l'étude de la toxicologie comparative du fipronil et du fipronil sulfone in 

vivo (chapitre 3), les foies ont été perfusés via le cathéter ou via la veine cave postérieure 

avec du sérum physiologique stérile (15 mL/min, 20 mL par foie), puis ils ont été 

rapidement congelés dans de l'azote liquide et stockés à -80°C jusqu'à la préparation de 

fractions subcellulaires. Lors de l'étude des mécanismes moléculaires de la perturbation 

thyroïdienne engendrée par un traitement au fipronil (chapitre 5), un bout du grand lobe 

de chaque foie a été partagé en cinq morceaux qui ont été rapidement congelés dans de 

l'azote liquide et stockés à -80°C jusqu'à l'extraction des ARNm. 
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C. Modèles cellulaires 

1. Origine et obtention des hépatocytes 

Les hépatocytes de rat et d'Homme étaient des hépatocytes collectés à partir d'un 

foie entier ou de fragments de foie perfusés et cryopréservés au sein de l'équipe 

"Toxicologie cellulaire et moléculaire des xénobiotiques" de l'UMR1331 Toxalim basée à 

l'INRA de Sophia-Antipolis. Les hépatocytes humains ont été obtenus lors de résections de 

tumeurs secondaires hépatiques. Les hépatocytes de mouton étaient des hépatocytes frais 

isolés au sein de l'équipe "Pesticides Perturbateurs Endocriniens" de l'UMR1331 Toxalim 

basée à l'ENVT. Tous les hépatocytes ont été isolés par perfusion à la collagènase selon le 

protocole de Berry and Friend (1969). 

2. Réactifs 

Le milieu L15, le milieu Williams' E, l'insuline (Insulin-Tranferrin-Selenium-A), la 

solution de pénicilline/streptomycine et le sérum de veau fœtal provenaient de chez Life 

Technologies (Saint-Aubin, France), le Percoll de chez GE Healthcare (Buc, France), 

l'hydrocortisone hémisuccinate, la BSA (Bovine Serum Albumine), l'érythrosine B et le 

collagène de chez Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France), la collagènase de chez 

Boehringer Mannheim (Mannheim Corp., Sydney, Australie) et le test de dosage du MTT de 

chez Clinisciences (Nanterre, France). 

3. Modalités de mise en culture des hépatocytes 

Les hépatocytes isolés ont été mis en suspension dans du milieu L15 + Percoll 70% 

contenant 10% de sérum de veau fœtal, 50 UI/mL de pénicilline, 50 µg/mL de 

streptomycine et 0.1 UI/mL d'insuline. La viabilité des hépatocytes a été déterminée par le 

test d'exclusion à l'érythrosine B et était de 75 à 80% au moins en fonction de l'espèce. Les 

hépatocytes ont ensuite été mis en culture dans des plaques 96-puits coatées au collagène 

de type I et mis à incuber à 37°C sous une atmosphère humide chargée à 5% de CO2. 

Une heure et deux heures après la mise en culture, le milieu a été remplacé par du 

milieu Williams' E contenant 10% de sérum de veau fœtal, 50 UI/mL de pénicilline, 50 

µg/mL de streptomycine et 0.1 UI/mL d'insuline. Le lendemain, le milieu a été remplacé 

par du milieu Williams' E contenant 300 µg/mL de BSA, 1 µM d'hydrocortisone 

hémisuccinate, 50 UI/mL de pénicilline, 50 µg/mL de streptomycine et 0.1 UI/mL d'insuline 

et les différents traitements. Vingt-quatre heures après, le dernier milieu a été renouvelé 

et supplémenté en T4 afin de déterminer la clairance de la T4 en fonction des différents 

traitements. 
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D. Méthodes d'analyse 

Les méthodes utilisées pour doser le fipronil et le fipronil sulfone ou les hormones 

thyroïdiennes ont toutes été validées selon les critères d'acceptabilité de la Food and Drug 

Administration (2001). 

1. Dosage du fipronil et du fipronil sulfone 

a. HPLC/MS/MS 

Chez des rates ayant reçu des administrations répétées de fipronil (chapitre 2), les 

concentrations plasmatiques en fipronil et en fipronil sulfone ont été mesurées par le 

laboratoire Avogadro (Fontenilles, France) par LC/MS (Liquid Chromatography/Mass 

Spectrometry) en couplant une chaine HPLC (High Performance Liquid Chromatography) à 

un triple quadrupole (Quattro MicroTM API, Waters Corporation, Saint Quentin en Yvelines, 

France). Cinquante µL de plasma ont été extraits par extraction liquide/liquide. Dix µL 

d'eau/acétonitrile purifiée (50/50, v/v) ont été ajoutés au plasma, vortexés 30 s et la 

préparation a été centrifugée 5 min à 16060 x g à 5°C. La phase supérieure a été 

récupérée dans sa totalité puis évaporée sous azote à 25°C. L'extrait sec a été reconstitué 

avec 150 µL de méthanol-acétate d'ammonium 5 mM (90/10, v/v) puis vortexé 30s. Les 

échantillons extraits ont ensuite été passés sur une colonne C18 (BDS Hypersil C18, 3 µm, 

100 x 3 mm, Thermo Electron Corporation, Courtaboeuf, France). Les molécules extraites 

ont été ionisées en mode négatif et détectées respectivement selon les transitions MRM 

(Multiple Reaction Monitoring) m/z 435>330 et m/z 451>415 pour le fipronil et le fipronil 

sulfone, avec des énergies de collisions de 16 eV et de 17 eV. Le coefficient de variation 

moyen intra-jour pour trois contrôles qualité (8, 30 et 80 ng/mL) était de 3.2% pour le 

fipronil et de 6.9% pour le fipronil sulfone. La limite de quantification (LOQ) était de 5 

ng/mL pour les deux molécules. 

b. HPLC/UV/MS 

Les concentrations en fipronil et en fipronil sulfone ont été déterminées par HPLC 

couplée à une détection UV (Ultraviolet)/MS selon la méthode développée au laboratoire 

par Lacroix et al. (2010) dans le plasma des rates ayant reçu du piperonyl butoxide 

(chapitre 2), un bolus ip de T4 ou d'antipyrine (chapitre 3) ou utilisées pour étudier le 

transcriptome hépatique (chapitre 5), et dans le milieu extracellulaire des hépatocytes de 

rat utilisés pour déterminer les conditions de mise en culture pour étudier un effet 

perturbateur thyroïdien (chapitre 4). Cette méthode a été développée pour couvrir une 

plus large gamme de concentrations en fipronil et en fipronil sulfone que la méthode 
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précédente. Les coefficients de variation moyens intra- et inter-jours étaient inférieurs à 

15% pour le fipronil (trois contrôles qualité) comme pour le fipronil sulfone (cinq contrôles 

qualité). La limite de quantification était de 2.5 ng/mL pour les deux molécules, excepté 

pour l'étude sur hépatocytes de rat où elle était de 50 ng/mL, concentration supérieure 

aux concentrations attendues. 

c. UPLC/MS/MS 

Dans le plasma des rates ayant reçu une administration unique de fipronil ou de 

fipronil sulfone (chapitre 2), celui des souris ayant reçu un bolus ip de 13C6-LT4 (chapitre 5) 

et le milieu extracellulaire des hépatocytes de rat utilisés pour étudier l'effet d'une 

inhibition de la biotransformation du fipronil, ou de rat, de mouton et d'Homme utilisés 

pour déterminer les différences interspécifiques en termes de perturbation thyroïdienne 

(chapitre 4), les concentrations en fipronil et en fipronil sulfone ont été déterminées par 

LC/MS en couplant une chaine UPLC (Ultra Performance Liquid Chromatography) à un triple 

quadrupole (Xevo mass spectrometer, Waters, Milford, MA, USA). Soixante-quinze µL de 

plasma, mixés avec 75 µL de standard interne (5-amino-3-cyano-1-(2,6-dichloro-

4(trifluoromethyl-phenyl)-4-ethylsulfinylpyrazole ou Ethiprole, 1 µg/mL), ont été extraits 

par extraction en phase solide sur une cartouche SPE (Bond Elut C8 Varian® 100 mg, les 

Ulis, France) selon la méthode décrite par Lacroix et al. (2010). Cette méthode a été 

développée car elle permettait de couvrir la même gamme de concentrations en fipronil et 

en fipronil sulfone que la méthode précédente en ayant une détection linéaire en MS/MS 

tout en gagnant en temps de passage des échantillons. Les coefficients de variation 

moyens intra- et inter-jours étaient inférieurs à 15% pour le fipronil (cinq contrôles 

qualité) comme pour le fipronil sulfone (cinq contrôles qualité). La limite de quantification 

(LOQ) était de 2.5 ng/mL pour les deux molécules. 

2. Dosage des hormones thyroïdiennes 

a. T4, T3 et TSH par dosage radioimmunologique 

Les concentrations en hormones thyroïdiennes ont été mesurées grâce à des kits 

Coat-a-count® de dosage radioimmunologique de chez Siemens Healthcare Diagnostics (Los 

Angeles, CA, USA) dans le plasma de rates ayant reçu un bolus ip de T4 (TT4 (T4 totale), 

FT4 (T4 libre) et TT3 (T3 totale), chapitre 3), dans le milieu extracellulaire des hépatocytes 

de rat utilisés pour déterminer les conditions de mise en culture pour étudier un effet 

perturbateur thyroïdien, ou de rat, de mouton et d'Homme utilisés pour déterminer les 

différences interspécifiques en termes de perturbation thyroïdienne (TT4, chapitre 4), 

dans le plasma de souris ayant reçu 10 mg/kg/j de fipronil (TT4 et TT3, chapitre 5), et 
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dans le plasma de rates utilisées pour l'étude du transcriptome hépatique (TT4, TT3, FT4 

et FT3 (T3 libre), chapitre 5). Les concentrations plasmatiques en TSH chez les rates 

utilisées pour l'étude du transcriptome hépatique (chapitre 5) ont été mesurées grâce à un 

kit de dosage radioimmunologique de chez GE Healthcare (Buc, France). Tous les dosages 

ont été réalisés selon les instructions des fournisseurs. Les coefficients moyens intra- et 

inter-jours pour trois contrôles qualité étaient inférieurs à 15% pour tous les dosages. Les 

limites de quantification étaient validées à 5 ng/mL pour la TT4 et 0.2 ng/mL pour la TT3. 

La limite de détection a été considérée comme étant la plus faible valeur de la gamme du 

dosage pour la FT4 (1 pg/mL), la FT3 (0.52 pg/mL) et la TSH (2.1 ng/mL). 

b. Métabolites des hormones thyroïdiennes et 13C6-LT4 par UPLC/MS/MS 

Dans le plasma de rates ayant reçu un bolus ip de T4 (chapitre 3), dans le plasma de 

souris ayant reçu un bolus ip de 13C6-LT4 (chapitre 5) et dans le milieu extracellulaire des 

hépatocytes de rat utilisés pour étudier l'effet d'une inhibition de la biotransformation du 

fipronil (chapitre 4), les concentrations en T4, T3, T2 (diiodothyronine), rT3 (reverse 

triiodothyronine), MIT (monoiodotyrosine), DIT (diiodotyrosine), Tetrac (acide 

tetraiodothyroacétique), Triac (acide triiodothyroacétique) et 13C6-LT4 (seulement chapitre 

5) ont été déterminées par LC/MS en couplant une chaine UPLC à un triple quadrupole 

(Xevo mass spectrometer, Waters, Milford, MA, USA). Le plasma, mixé avec de la T4 

deutérée (T4-d5, chapitres 3 et 5) ou de la 13C12-LT4 (chapitre 4) comme standard interne (1 

µg/mL pour les deux standards), a été extrait en phase solide sur une cartouche SPE 

(Strata X-C, Phenomenex, LePecq, France). Les échantillons extraits ont été séparés sur 

une colonne C18 (Acquity BEH® RPC18, 2.1 x 100 mm, 1.7 µm, Waters) avec un gradient 

d'élution eau/acétonitrile acidifié avec 0.05% d'acide formique. Les échantillons ont été 

ionisés en mode positif et détectés selon les transitions MRM suivantes: T4 m/z 778>605, T3 

et rT3 m/z 652>606, T2 m/z 526>480, 13C6-LT4 m/z 783>737, T4-d5 m/z 783>201 et 13C12-LT4 

m/z 790>744. Les coefficients moyens intra- et inter-jours pour trois contrôles qualité 

étaient toujours inférieurs à 15%. Les courbes de calibration couvraient des concentrations 

de 5 à 100 ng/mL pour la T4, de 0.2 à 100 ng/mL pour la T2, la 13C6-LT4 et la T3, et de 1 à 

100 ng/mL pour la rT3. La T2 utilisée pour réaliser les gammes était de la 3,5-Diiodo-L-

thyronine (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) mais la sélectivité de la 

méthode entre les trois isomères de T2 (3,3'-diiodothyronine, 3',5'-diiodothyronine et 3,5-

diiodothyronine) n'a pas été évaluée. Les pourcentages d'extraction étaient respectivement 

de 104%, 108%, 46% et 147% pour la T4, la T3, la rT3 et la T2. Les résultats des dosages des 

MIT, DIT, Tetrac et Triac étaient difficilement interprétables. 
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3. Détermination des expressions des ARNm par RT-qPCR 

a. Toxicologie comparative du fipronil et du fipronil sulfone in vivo 

Les ARN hépatiques totaux ont été extraits avec du TRIzol® (Invitrogen, Cergy-

Pontoise, France) selon les recommandations du fournisseur et 2 µg d'ARN ont été soumis à 

une transcription réverse (SuperScriptTM II reverse transcriptase, Invitrogen, Cergy-

Pontoise, France). Les RT-qPCR ont été réalisées en utilisant du SYBR Green (SYBR Green 

TaqMan Universal PCR master mix, Applied Biosystems, Courtaboeuf, France). La 

fluorescence a été mesurée et analysée (7300 Real Time PCR detection system instrument, 

Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) et les données ont été normalisées par 

l'expression de l'ARNm de la TATA-box binding protein (Tbp). Les résultats ont été exprimés 

selon l'équation suivante: 
group   vehicle

) Ct - (Ct
sample 

) Ct -  (Ct

][2 mean

2
gene Tbp

geneTbp

, où Ct correspond au 

nombre de cycles permettant d'obtenir un signal fluorescent au-dessus d'un seuil prédéfini. 

Les amorces utilisées sont présentées dans le tableau 14 et leur efficacité a été testée. 

 

Gène NCBI Refseq Forward primer (5'-3') Reverse primer (5'-3') 

Tbp NM_001004198 ccacaccagcctctgagagc agccaagattcacggtggat 

Ugt1a1 NM_012683 cttcagaaaaaagccctatccca ccaaagagaaaaccacgatgc 

Sult1b1 NM_022513 gaacaaaatgttcctggagcaag tgatggagttttcttcaagagttcaa 

Cyp1a1 NM_012540 cagtccttcctcacagccaaa aggctgggaatccatacacaga 

Cyp1a2 NM_012541 tgaggactcagtccttccctca ggacaacttgtaaggatcagctctct 

Cyp2b2 XM_001062335 ctccgctatggtttcctgct agggatggtggcctgtga 

Cyp3a1 NM_013105 ttctgcaaaacttctccttccag ctttagaataatgggttttgttggttg 

Cyp3a2 NM_153312 ttctccttccagccttgca caataaaattccttgagggaaagtcag 

Tableau 14: Séquences des primers utilisés dans le chapitre 3 

b. Mécanismes moléculaires de la perturbation thyroïdienne engendrée par 

un traitement au fipronil 

L'extraction des ARN hépatiques totaux et la transcription réverse ont été réalisées 

selon le protocole décrit ci-dessus. Les RT-qPCR ont été réalisées en utilisant du SYBR 

Green (SYBR Green TaqMan Universal PCR master mix, Applied Biosystems, Courtaboeuf, 

France). La fluorescence a été mesurée et analysée (Viia7 detection system instrument, 

Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) et les données ont été normalisées par 

l'expression de l'ARNm de la TATA-box binding protein (Tbp) et par l'expression de celui de 

la Polymerase II polypeptide A (Polr2a). Les résultats ont été exprimés selon l'équation 
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suivante: 
group   vehicle

) Ct -  (Ct
sample 

) Ct -  (Ct

][2 mean

2
geneCalib

geneCalib

, où Ct correspond au nombre de cycles 

permettant d'obtenir un signal fluorescent au-dessus d'un seuil prédéfini et Ct Calib 

correspond à la moyenne des Ct obtenus pour Tbp et Polr2a. Toutes les amorces des gènes 

présentés dans le chapitre 5 sont regroupées dans les tableaux 15 (Rat) et 16 (Souris) et 

leur efficacité a été testée. 

 

Gène NCBI Refseq Forward primer (5'-3') Reverse primer (5'-3') 

Tbp NM_001004198 ccacaccagcctctgagagc agccaagattcacggtggat 

Polr2a XM_002727723 cggcgtcctgagtccg aacttgggggactaatggatcc 

Car NM_022941 gagtataaacagcgcatactcatatgaaa ctgggcctcagctgcaa 

Pxr NM_052980 aggacacgcacccctttg ccgtccgtgctgctgaat 

Cyp2b1 NM_001134844 gcactgaaaaagagtgaagctttc ggaacaattcatttcgggca 

Cyp2b2 NM_01198676 ctccgctatggtttcctgct agggatggtggcctgtga 

Cyp3a1 NM_013105 ttctgcaaaacttctccttccag ctttagaataatgggttttgttggttg 

Ces2 NM_001044258 gaaacaaattcacgctcggc gcccagtatctggcctgtgt 

Ces6 NM_144743 ctctgataaatctgaggtggtctacaag catccagataggttggctactgtctt 

Ugt1a1 NM_012683 cttcagaaaaaagccctatccca ccaaagagaaaaccacgatgc 

Sult1b1 NM_022513 gaacaaaatgttcctggagcaag tgatggagttttcttcaagagttcaa 

Gstα2 NM_017013 ggtaatatgtcccccagaccaa ccgggtcagcctgttacct 

Abcc2 NM_012833 cccattatccgtgcctttga tccagccgaattgcaagc 

Abcc3 NM_080581 gggagctgggctccaagt ggaacccaggccagcaa 

Abcg5 NM_053754 tctccttgtacatcgagagtggc cgtccagcagcgtggttt 

Abcg8 NM_130414 accaactgtggaactgctgct ccggaagtcattggaaatctg 

Slco1a1 NM_017111 agattagacttctcactcctgtgtcatt taataacctgattaagtttgtcagtgctc 

Slco1a4 NM_131906 aactttcctattgcagaaatatcatttaga tgcagaggataaatcaaaacaaactaac 

Cyp4a1 NM_175837 ccactatgacattctgaaaccctatgta tgccagctgttcccatttg 

Cd36 NM_031561 ggaggcattctcatgccg tgaaagcaatggttccttcttca 

Hmgcs2 NM_173094 caacgctgccaactggatg gggcgttaccacttgggtaga 

Thrsp NM_012703 tccatcacatccttacccacc gggtcctcatcgtcttccct 

Tableau 15: Séquences des primers utilisés dans le chapitre 5 chez le rat 
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Gène NCBI Refseq Forward primer (5'-3') Reverse primer (5'-3') 

Tbp NM_013684 acttcgtgcaagaaatgctgaa gcagttgtccgtggctctct 

Polr2a NM_009089 aagagagtgcagttcggagtcct tccgttgtttctgggtatttga 

Car NM_009803 gctgcaagggcttcttcaga ccttccagcaaacggacaga 

Pxr NM_010936 agagatcatccctcttctgccac gatctggtcctcaataggcaggt 

Cyp2b10 NM_009999 tttctgcccttctcaacaggaa atggacgtgaagaaaaggaacaac 

Cyp3a11 NM_007818 tcacacacacagttgtaggcagaa gtttacgagtcccatatcggtagag 

Ces2c NM_145603 cgggctgctgcttcttcttat ctgtatgtgtgtttctgatggggt 

Ces2a NM_001190330 tcctgctgtgacactctcatgtg ccaaccaggaagtctagccaa 

Ugt1a1 NM_201645 tcagagaactttatgtgcagagtggt catgctccccagaggcg 

Sult1b1 NM_019878 ggtgacattgtaataaccacttaccct ggtgataacatctctcttacatttttcaac 

Gstα2 NM_008182 cacactcctctggagctggat cccgggcattgaagtagtga 

Abcc2 NM_013806 cctgaatctcacgcgccta cagatggagtccagacatgctg 

Abcc3 NM_029600 tcttgctgataccactcaatgga gcgggagtccttgaacttcat 

Abcg5 NM_031884 tcgccacggtcattttca gccaaaagagcagcagagaaata 

Abcg8 NM_026180 atccattggccacccttgt gcgtctgtcgatgctggtc 

Slco1a1 NM_013797 gttgcaacacaagaaggcagatt atttggctaggtatgcacatgttaat 

Slco1a4 NM_030687 tatggaaaatccactgctgagatagtc aatcaaaccaccaattaaatatccg 

Cyp4a10 NM_010011 attagtgagagtgaggacagcaacag tgtctgcaaatcgggttgg 

Cd36 NM_007643 gttaaacaaagaggtccttacacatacag cagtgaaggctcaaagatggc 

Hmgcs2 NM_008256 tgcaggaaacttcgctcaca aaatagacctccagggcaagga 

Thrsp NM_009381 aacggaggaggccgaagaag gttgatgcacctcggggtct 

Cyp2c29 NM_007815 gctcaaagcctactgtca catgagtgtaaatcgtctca 

Cyp4a14 NM_007822 tcagtctatttctggtgctgttc gagctccttgtccttcagatggt 

Sult1c2 NM_026935 aatggtgatgtagagaagtgccg ggaagatgggtccttaatatccttg 

Sult1d1 NM_016771 gatgacattttgatctccacatatcc cccattgttgtagatcaaatccagta 

Sult1e1 NM_023135 atttcacttcttccacgggaac ccaaaaacttcataatactcaggcatag 

Ugt1a2 NM_201645 tccttcctcttatattccgaacctac gaaaacaacgatgccatgctc 

Ugt1a6 NM_145079 gctacctagaggcacaggtctctaac aagtgtctgagcagcaggaagaa 

Ugt1a9 NM_201644 aagaacatgcattttgctcctactt tctgtcatagtcactggggtctga 

Ugt2b1 NM_152811 gttttctctgggatcaatggttaaa tttcttaccatcaaatctccacagaac 

Ugt2b5 NM_009467 ccattgcaaacctgctaaacc actaaccattgacccaagagaaaaga 

Abcb1a NM_011076 catgacagatagctttgcaagtgtag ggcaaacatggctcttttatcg 

Slco1b2 NM_020495 gacaaggcactgcgatgga gccttgcatatgtagctgaatga 

Dio1 NM_007860 ctttgcctccacagccga acgttgttcttaaaagcccagc 

Dio3 NM_172119 tttagatttcttgtgcatccgc ttcgggctcagggtggt 

Tableau 16: Séquences des primers utilisés dans le chapitre 5 chez la souris 
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4. Analyses pharmacocinétiques 

Toutes les analyses pharmacocinétiques ont été réalisées en utilisant le logiciel 

WinNonlin® (WinNonlin® 5.3, Pharsight Corporation, CA, USA). Le choix du modèle a été 

guidé par le critère d'Akaike (Yamaoka et al., 1978) et le choix de la pondération des 

données par observation de la distribution des résiduelles (valeurs prédites vs. valeurs 

observées) qui doit être homogène et aléatoire. 

Les analyses pharmacocinétiques de l'évolution temporelle des concentrations 

plasmatiques en fipronil et en fipronil sulfone sont présentées dans le chapitre 2. Les 

analyses pharmacocinétiques de l'évolution temporelle des concentrations plasmatiques ou 

extracellulaires en T4 et des concentrations plasmatiques en antipyrine, plus classiques, 

sont décrites dans ce chapitre. 

a. Thyroxine et antipyrine in vivo 

L'évolution temporelle des concentrations plasmatiques en TT4, FT4 ou en 

antipyrine chez des rates ayant reçu un bolus ip de T4 ou d'antipyrine (chapitre 3), et celle 

des concentrations plasmatiques en 13C6-LT4 chez des souris ayant reçu un bolus ip de 13C6-

LT4 (chapitre 5), ont été ajustées avec la méthode des moindres carrés selon une équation 

biexponentielle correspondant à un modèle monocompartimental avec une phase 

d'absorption et une phase d'élimination d'ordre 1: 

 

t))×exp(-K-t)×(exp(-K×
)K-(K×V

K×D×F
 = C(t) 0110

1001

01  

où C(t) est la concentration plasmatique au temps t, F est la biodisponibilité de la 

substance, D est la dose, V est le volume de distribution, K01 est la constante de vitesse 

d'absorption d'ordre 1 et K10 est la constante de vitesse d'élimination d'ordre 1. Les données 

ont été pondérées par l'inverse des valeurs estimées pour la FT4 et la 13C6-LT4 et une 

pondération uniforme a été appliquée pour la TT4 et l'antipyrine. 

b. Thyroxine in vitro 

L'évolution temporelle des concentrations en TT4 dans le milieu extracellulaire des 

cultures d'hépatocytes (chapitre 4) a été ajustée avec la méthode des moindres carrés 

selon une équation biexponentielle correspondant à un modèle bicompartimental après 
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administration d'un bolus intraveineux, l'administration de T4 aux hépatocytes pouvant être 

assimilée à une administration iv: 

 

t)*exp(-β*B+t)*exp(-α*A=C(t)  

où C(t) est la concentration dans le milieu de culture au temps t, A est le coefficient du 1er 

terme exponentiel, B est le coefficient du 2ème terme exponentiel, α est la constante de 

vitesse d'ordre 1 de la 1ère phase de décroissance et β est la constante de vitesse d'ordre 1 

de la 2ème phase de décroissance des concentrations en T4. Une pondération uniforme a été 

appliquée aux données obtenues lors de l'étude des effets de l'inhibition de la 

biotransformation du fipronil sur hépatocytes de rat. Les données ont été pondérées par 

l'inverse des valeurs estimées lors de l'étude des différences interspécifiques sur 

hépatocytes de rat, de mouton et d'Homme. 

5. Analyses statistiques 

Toutes les données ont été analysées à l'aide du logiciel R® (R® 2.6.2, R 

Development Core Team, Vienna, Austria). Les données obtenues à l'aide des puces à ADN 

lors de l'étude du transcriptome hépatique de rat (chapitre 5) ont été analysées à l'aide de 

packages Bioconductor (www.bioconductor.org). Le détail du prétraitement et du 

traitement des données est stocké dans la base de données Gene Expression Omnibus 

(GEO) sous la référence GSE39378. Les gènes différentiellement exprimés entre le groupe 

solvant et le groupe fipronil ont été identifiés à l'aide des packages limma et q-value. Ils 

ont été considérés comme significativement différentiellement exprimés lorsque la q-value 

était inférieure ou égale à 10%. Toutes les autres données ont été analysées par une 

ANOVA avec les facteurs appropriés comme facteurs à effet fixe (traitement et/ou 

génotype et/ou leur interaction quand elles étaient estimables) suivi de comparaisons 

post-hoc (test de Bonferroni, chapitres 3) ou d'un test de Student (chapitres 4 et 5). Pour 

l'analyse des effets du traitement et du génotype sur la clairance de la 13C6-LT4 chez la 

souris (chapitre 5), les facteurs à effet fixe ont été corrigés par l'inverse du coefficient de 

variation des clairances estimées. 
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A. Problématique, hypothèses et objectifs 

A ce jour, il y a peu de données concernant la pharmacocinétique du fipronil. Elles 

sont essentiellement issues des évaluations toxicologiques réglementaires (AFSSA, 2005), 

de l'ingestion accidentelle de fipronil chez l'Homme (Mohamed et al., 2004) ou des 

expérimentations réalisées précédemment dans le laboratoire (Leghait et al., 2009; 

Leghait et al., 2010) et suggèrent qu'il existe des différences interspécifiques en termes de 

perturbation thyroïdienne engendrée par un traitement au fipronil. Ces différences 

interspécifiques pourraient être dues au potentiel rôle perturbateur thyroïdien du principal 

métabolite du fipronil formé in vivo, le fipronil sulfone. En effet, le rat, qui est très 

sensible à la perturbation thyroïdienne, est fortement exposé au fipronil sulfone (Leghait 

et al., 2009). De plus, le fipronil n'a quasiment pas d'effet perturbateur thyroïdien chez le 

mouton, espèce beaucoup moins exposé au fipronil sulfone (Leghait et al., 2010). 

Cependant, le potentiel effet perturbateur thyroïdien du fipronil sulfone n'a pas été 

envisagé dans les évaluations toxicologiques réglementaires et la pharmacocinétique du 

métabolite n'a pas été renseignée. Ceci est d'autant plus critique que les données obtenues 

chez le rat et le mouton suggèrent que le fipronil sulfone persiste plus longtemps dans 

l'organisme que le fipronil lui-même. 

Le but des expérimentations de ce chapitre était donc de déterminer les 

paramètres pharmacocinétiques du fipronil et du fipronil sulfone afin de mieux 

caractériser l'exposition interne au fipronil et au fipronil sulfone par voie orale chez le rat. 

Pour cela, nous avons tout d'abord observé l'évolution de l'exposition au fipronil et 

au fipronil sulfone chez des rates traitées au fipronil quotidiennement pendant 14 jours 

afin de documenter la pharmacocinétique du fipronil dans les conditions d'exposition 

permettant d'obtenir un effet perturbateur thyroïdien du fipronil (expérimentation 1). 

Ensuite, nous avons administré à des rates du fipronil et du fipronil sulfone par voie orale 

et par voie intraveineuse afin de déterminer les paramètres pharmacocinétiques du fipronil 

en fipronil sulfone et en particulier le taux de biotransformation de l'insecticide en son 

métabolite, et ainsi être en mesure de définir un schéma posologique permettant 

d'exposer des rats aux mêmes concentrations en fipronil sulfone après un traitement au 

fipronil ou au fipronil sulfone seul (expérimentation 2). Enfin, nous avons tenté d'inhiber 

cette biotransformation à l'aide d'un inhibiteur compétitif des cytochromes P450 

hépatiques (CYP) responsables de la métabolisation du fipronil en fipronil sulfone afin 

d'exposer des rats majoritairement au fipronil et ainsi de discriminer les effets 

perturbateurs thyroïdiens propres à la molécule mère de ceux dus à son métabolite 

(expérimentations 3 et 4). 
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B. Evolution des concentrations plasmatiques en fipronil et en 

fipronil sulfone après des administrations répétées de fipronil 

1. Matériels et méthodes 

a. Plan expérimental 

La phase animale a été réalisée par Julien Leghait au cours de sa thèse. Nous avons 

ensuite repris les données générées pour les modéliser et préciser les paramètres 

pharmacocinétiques du fipronil et leur évolution temporelle lors d'administrations répétées 

de la molécule. Trois rates ont été utilisées pour cette expérimentation. Leur poids moyen 

(± ET) était de 280 ± 14g lors de la première administration de fipronil et de 274 ± 17g lors 

de la dernière administration. Les rates ont reçu une administration quotidienne de 

fipronil (3 mg/kg/jour, 14 jours) par gavage oro-gastrique. Afin de déterminer l'évolution 

temporelle des concentrations plasmatiques en fipronil et en fipronil sulfone, des 

prélèvements sanguins ont été effectués 2, 5, 8 et 24h après la première administration, 

24h après la troisième, 4h après la dixième et 2, 5, 8, 24 et 100h après la dernière 

administration de fipronil. 

b. Analyse pharmacocinétique 

L'évolution temporelle des concentrations plasmatiques en fipronil a été ajustée 

avec la méthode des moindres carrés selon une équation biexponentielle correspondant à 

un modèle monocompartimental avec une phase d'absorption et un phase d'élimination 

d'ordre 1: 

 

t))×exp(-K-t)×(exp(-K×
)K-(K×V

K×D×F
 = C(t) 0110

1001

01  avec K10=Cl/V 

où C(t) est la concentration plasmatique au temps t, F est la biodisponibilité de la 

substance, D est la dose, V est le volume de distribution, K01 est la constante de vitesse 

d'absorption d'ordre 1, K10 est la constante de vitesse d'élimination d'ordre 1 et Cl est la 

clairance apparente du fipronil. La clairance apparente du fipronil a été considérée comme 

une variable temps-dépendante, telle que clairance apparente = a + bt, où a (mL/min/kg) 

était la clairance apparente initiale, b (mL/min/kg/h) est le paramètre décrivant la 

temps-dépendance de la clairance apparente, et t (h) était le temps auquel la clairance 
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apparente a été calculée. Enfin, les données ont été pondérées par l'inverse des valeurs 

estimées. 

2. Résultats 

 

Figure 12: Evolution des concentrations plasmatiques moyennes (± ET) en fipronil et en fipronil 
sulfone après des administrations répétées de fipronil à des rates par voie orale. 
Le fipronil a été administré pendant 14 jours à 3 rates à une dose de 3 mg/kg/j par gavage oro-
gastrique. Les concentrations plasmatiques en fipronil (●) et en fipronil sulfone (o) ont été 
mesurées dans les prélèvements sanguins collectés 2, 5, 8 et 24h après la 1ère administration de 
fipronil, 24h après la 3ème administration, 24h après la 10ème administration et 2, 5, 8, 24 et 100h 
après la dernière administration. 

Vingt-quatre heures après la 1ère et la 3ème administration, les concentrations 

plasmatiques en fipronil ont atteint respectivement 68 ng/mL et 71 ng/mL (figure 12). A 

l'inverse, 24h après la 10ème et la dernière administration, les concentrations 

plasmatiques en fipronil étaient inférieures à la limite de quantification de 5 ng/mL, 

soulignant le fait que l'évolution des concentrations plasmatiques en fipronil suite aux 

administrations répétées était temps-dépendante. Le fipronil sulfone était détectable dès 

2h après la 1ère administration de fipronil. Les concentrations plasmatiques en fipronil 

sulfone minimales, c'est-à-dire 24h après une administration de fipronil et juste avant la 

suivante, augmentaient progressivement. Un état d'équilibre, caractérisé par des 

concentrations en fipronil sulfone stables, semblait atteint après la 4ème administration 

de fipronil. Après la dernière administration, les concentrations plasmatiques en fipronil 

sulfone diminuaient plus lentement que celles en fipronil. Ainsi, 100h après la dernière 

administration de fipronil, le fipronil sulfone était toujours détectable chez tous les 

animaux alors que le fipronil n'était plus détectable 8h après cette dernière 

administration. 
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L'ajustement des données montrait des fluctuations importantes des concentrations 

plasmatiques en fipronil suite aux administrations répétées. Cependant, l'amplitude de ces 

fluctuations diminuait progressivement de la 1ère à la dernière administration suggérant 

que la clairance du fipronil augmentait au cours du temps (figure 13). 

 

Figure 13: Exemple représentatif pour une des rates d'ajustement de l'évolution des 
concentrations plasmatiques en fipronil après des administrations répétées de fipronil par voie 
orale. 
Ce graphique est représentatif des concentrations plasmatiques en fipronil observées (0) et prédites 
par le modèle pharmacocinétique (−) pour une des rates. 

 Ainsi, lors de la dernière administration, la Cmax était 7.6 fois plus faible, la 

clairance apparente 10 fois plus élevée et le temps de demi-vie 10 fois plus court que lors 

de la 1ère administration (tableau 17). 

 

 1ère administration de 
fipronil 

14ème administration de 
fipronil 

Cmax (ng/mL) 599 ± 145 79 ± 42 

Tmax (h) 12.60 ± 1.24 2.33 ± 0.48 

AUC0-24h (ng.h/mL) 34087 ± 7839 2856 ± 582 

t1/2 (h) 4.02 ± 1.88 0.38 ± 0.18 

Clairance apparente (mL/min/kg) 11.80 ± 6.17 127.93 ± 71.89 

a (mL/min/kg) 2.87 ± 1.61 

b (mL/min/kg/h) 0.37 ± 0.21 

Tableau 17: Paramètres pharmacocinétiques moyens (± ET) du fipronil lors d'une administration 
répétée de fipronil à des rates par voie orale. 
Les paramètres pharmacocinétiques du fipronil ont été estimés à l'aide d'un modèle 
monocompartimental avec une phase d'absorption et une phase d'élimination d'ordre 1 en 
considérant la clairance apparente du fipronil comme une variable temps-dépendante. 
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3. Conclusion 

Les rates étaient majoritairement exposées au fipronil sulfone lors d'administrations 

répétées de fipronil. De plus, la formation de fipronil sulfone à partir de fipronil était de 

plus en plus rapide, suggérant une activation des CYP par le fipronil de plus en plus 

importante au cours du temps. Enfin, le fipronil sulfone persistait plus longtemps dans 

l'organisme que le fipronil lui-même. En effet, durant les 14 jours d'administration, 

l'exposition au fipronil n'excédait pas quelques heures à des niveaux de concentrations 

plasmatiques faibles alors que les concentrations plasmatiques en fipronil sulfone 

atteignaient rapidement un état d'équilibre. A la vue de ces premiers résultats, on pouvait 

donc supposer que le taux de biotransformation du fipronil en fipronil sulfone était proche 

de 100%. Cette hypothèse a été mise à l'épreuve dans l'expérimentation suivante. 
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C. Paramètres pharmacocinétiques du fipronil et du fipronil sulfone 

après une administration unique de fipronil ou de fipronil sulfone 

1. Matériels et méthodes 

a. Plan expérimental 

Douze rates ont été utilisées pour cette expérimentation. Leur poids moyen (± ET) 

était de 239 ± 25g lors de l'administration de fipronil ou de fipronil sulfone. Les animaux 

ont été répartis en quatre groupes: administration iv de fipronil, administration iv de 

fipronil sulfone, administration po de fipronil, administration po de fipronil sulfone (n = 3 

rates/groupe). La dose de fipronil était de 1.5 mg/kg et celle de fipronil sulfone de 1.55 

mg/kg quelle que soit la voie d'administration (iv dans la veine caudale ou po par gavage 

oro-gastrique) afin de traiter les animaux avec des doses équimolaires de fipronil et de 

fipronil sulfone (3.4 µmoles/kg). Afin de déterminer l'évolution temporelle des 

concentrations plasmatiques en fipronil et en fipronil sulfone, des prélèvements sanguins 

ont été effectués la veille de la cinétique et 0.25, 0.5, 2, 6, 10, 24, 48 et 120h après un 

bolus iv de fipronil ou de fipronil sulfone, ou la veille de la cinétique et 1, 2, 6, 10, 24, 34, 

48 et 120h après un bolus po de fipronil ou de fipronil sulfone. 

b. Analyse pharmacocinétique 

La détermination des paramètres pharmacocinétiques du fipronil et du fipronil 

sulfone a été faite à l'aide d'une analyse noncompartimentale. Les AUC (Area Under the 

Curve, soit l'aire sous la courbe des concentrations) ont été calculées entre 0 et 120 h 

après une administration de fipronil ou de fipronil sulfone et ont été utilisées pour la 

détermination des paramètres pharmacocinétiques du fipronil et de son métabolite. La 

biodisponibilité par voie orale du fipronil (Ffip) ou du fipronil sulfone (Fsulf) a été 

déterminée grâce à l'équation suivante: 

100×
Dose
Dose

×
AUC

AUC
=(%)F

po

iv

iv par voie  tionadministra  son  après  molecule

orale par voie  tionadministra  son  après  molecule
molecule  

Le taux de biotransformation du fipronil en fipronil sulfone (Weiss, 1988; Weiss, 1990) par 

voie intraveineuse (Tbiotransformation iv) a été calculé selon l'équation suivante: 

 

100×
Dose

AUC
×

 AUC

Dose
=(%)T

iv fipronil

iv fipronil  après sulfone fipronil

iv  sulfone fipronil après sulfone fipronil

iv sulfone
iv rmationbiotransfo
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où 
 AUC

Dose

iv  sulfone fipronil après sulfone fipronil

iv sulfone  représentait la clairance plasmatique du fipronil 

sulfone. Les doses ont été exprimées en µmoles/kg et non en mg/kg. 

2. Résultats 

Lors de l'administration de fipronil par voie orale, la concentration maximale était 

rapidement atteinte et équivalente à celle obtenue lors d'une administration par voie 

intraveineuse, suggérant une absorption rapide et quasi-totale du fipronil (figure 14, 

graphiques du haut). Les concentrations plasmatiques en fipronil diminuaient rapidement 

après une administration intraveineuse ou par voie orale de la molécule jusqu'à atteindre 

des concentrations proches ou inférieures à la LOQ du dosage de 2.5 ng/mL dès 48h après 

l'administration de fipronil. Les concentrations plasmatiques en fipronil sulfone après une 

administration de fipronil par voie intraveineuse (aire grisée, graphique A en bas) 

augmentaient progressivement jusqu'à atteindre des concentrations maximales dès 24h 

après l'administration. Les concentrations plasmatiques en fipronil sulfone après une 

administration de fipronil sulfone par voie intraveineuse (courbe, graphique A en bas) 

diminuaient quant à elles très lentement jusqu'à atteindre des concentrations 

plasmatiques stables et proches de celles obtenues après l'administration de fipronil. Après 

administration du fipronil par voie intraveineuse, le taux de biotransformation du fipronil 

en fipronil sulfone a alors été estimé à 75%. Le décours temporel des concentrations 

plasmatiques en fipronil sulfone après une administration de fipronil ou de fipronil sulfone 

par voie orale (graphique B en bas) étaient très similaires et conduisaient à des 

concentrations plasmatiques à la fin des cinétiques proches de celles observées lors d'une 

administration de fipronil ou de fipronil sulfone par voie intraveineuse. Enfin, la 

biodisponibilité du fipronil par voie orale a été estimée à 84%. Celle du fipronil sulfone 

était d'environ 100%, suggérant d'une part que, comme le fipronil (AFSSA, 2005), le fipronil 

sulfone était bien absorbé par voie orale, et d'autre part que le fipronil sulfone était 

réabsorbé et/ou très peu métabolisé. 
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Figure 14: Evolution des concentrations plasmatiques moyennes (± ET) en fipronil et en fipronil 
sulfone après une administration unique de fipronil ou de fipronil sulfone à des rates par voie iv 
ou par voie orale. 
Le fipronil ou le fipronil sulfone ont été administrés à une dose de 3.4 µmoles/kg (1.5 mg/kg pour le 
fipronil et 1.55 mg/kg pour le fipronil sulfone) par voie iv (A) ou par voie orale (B) à des rates 
(3/groupe). Les concentrations plasmatiques en fipronil (graphiques du haut, ■) et en fipronil 
sulfone (graphiques du bas, □) après une administration de fipronil ou de fipronil sulfone ont été 
mesurées dans les prélèvements sanguins collectés la veille, 0.25, 0.5, 2, 6, 10, 24, 48 et 120h après 
les administrations iv et la veille, 1, 2, 6, 10, 24, 34, 48 et 120h après les administrations po. Dans 
les graphiques du bas, les aires grisées représentent les concentrations plasmatiques moyennes (± 
ET) en fipronil sulfone observées après une administration de fipronil par la même voie. 

3. Conclusions 

Comme lors d'administrations répétées de fipronil, les rats ont été rapidement et 

majoritairement exposés au fipronil sulfone lors d'une administration unique de la 

molécule parente. Le taux de biotransformation du fipronil en fipronil sulfone a de plus 

été estimé à 75%. Cela est cohérent avec les études menées chez le rat ayant reçu un 

bolus po de 14C-fipronil (10 mg/kg), 90% de la radioactivité ayant été retrouvée sous forme 

de fipronil sulfone et non de fipronil (Cravedi et al., Under Review). De plus, il est à noter 

que les concentrations plasmatiques en fipronil sulfone, quelle que soit la molécule 

administrée ou la voie d'administration, restaient stables ou diminuaient très lentement. 

Ce faible taux d'élimination du fipronil sulfone a été retrouvé dans l'étude de Cravedi et 
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al., (Under Review) et suggère l'existence d'une recirculation entérohépatique qui pourrait 

différer l'élimination du métabolite. L'étude de l'effet perturbateur thyroïdien du fipronil 

sulfone est donc d'autant plus critique que le métabolite semble être très lentement 

éliminé par l'organisme. 

Les résultats antérieurs obtenus au laboratoire suggéraient que les effets 

perturbateurs thyroïdiens du fipronil pouvaient être dus au fipronil sulfone (hypothèse 2, 

figure 15). Toutefois, rien ne permettait d'exclure que ces effets pouvaient être dus à 

l'effet du fipronil lui-même avant sa biotransformation en fipronil sulfone (hypothèse 1, 

figure 15). 

 

Figure 15: Hypothèse d'un effet perturbateur thyroïdien du fipronil sulfone 

Afin de pouvoir discriminer ces deux hypothèses, il était nécessaire de pouvoir 

disposer d'un modèle permettant 1) d'obtenir une exposition exclusive au fipronil sulfone 

et 2) de bloquer la biotransformation du fipronil en fipronil sulfone pour obtenir une 

exposition exclusive au fipronil. A l'issu de ces deux premières expérimentations, nous 

avons définis les modalités de traitement permettant de tester l'hypothèse 2. Dans les 

deux expérimentations suivantes nous avons tenté d'inhiber la biotransformation du fipronil 

en fipronil sulfone à l'aide d'un inhibiteur compétitif des CYP, le piperonyl butoxide, afin 

d'être en mesure de tester l'hypothèse 1. 
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D. Essai de réduction de la biotransformation du fipronil en fipronil 

sulfone avec une dose unique de piperonyl butoxide 

1. Matériels et méthodes 

Les essais d'inhibition de la biotransformation du fipronil en fipronil sulfone afin de 

limiter l'exposition interne au fipronil par blocage de la biotransformation en fipronil 

sulfone ont été réalisés en traitant conjointement les animaux au fipronil et à un inhibiteur 

compétitif reconnu des cytochromes P450, le piperonyl butoxide. Cette molécule 

présentait également l'avantage d'être une substance modérément toxique de façon aiguë 

chez les mammifères avec une DL50 par voie orale chez le rat de 11500 mg/kg (Institut 

National de Santé Publique du Québec, 2002). 

Chez le rat, la NOAEL du piperonyl butoxide sur le métabolisme de l'antipyrine, 

marqueur de l'activité des cytochromes P450, a été fixée à 100 mg/kg (Caroldi, 1992), la 

LOAEL (Lowest Observed Adverse Effect Level) lors des études de toxicité chronique a été 

fixée à 500 mg/kg/j (Institut National de Santé Publique de Québec, 2002) et les études du 

métabolisme du piperonyl butoxide ont été faites après une administration par voie orale 

de 500 mg/kg (Byard and Needham, 2006). La dose de piperonyl butoxide choisie était 

donc de 500 mg/kg/j. Cette dose a été administrée quotidiennement par gavage oro-

gastrique à 4 rates pendant 10 jours conjointement à une dose de 3 mg/kg/j de fipronil. 

Les concentrations plasmatiques en fipronil et en fipronil sulfone ont été déterminées 

juste après la dernière administration. 

2. Résultats 

Lors d'administrations de piperonyl butoxide, les concentrations plasmatiques en 

fipronil sulfone étaient largement supérieures à celles en fipronil à la fin de 

l'expérimentation avec un rapport fipronil sulfone/fipronil de 140 ± 114 (figure 16), rapport 

proche de celui obtenu à la fin de l'expérimentation lors d'administrations répétées de 

fipronil (127 ± 27). Il est à noter que le solvant utilisé lors des deux expérimentations n'est 

pas le même (méthylcellulose vs huile de maïs). Cependant, l'administration de 500 

mg/kg/j de piperonyl butoxide ne semblait pas modifier significativement le rapport 

fipronil sulfone/fipronil obtenu lors d'une administration de fipronil seul. 
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Figure 16: Concentrations plasmatiques moyennes (± ET) en fipronil et en fipronil sulfone après 
administration à des rates de fipronil et d'une dose de piperonyl butoxide par voie orale. 
Le fipronil a été administré à une dose de 3 mg/kg/j pendant 10 jours par voie orale à 4 rates 
conjointement à 500 mg/kg/j de piperonyl butoxide. Les concentrations plasmatiques en fipronil et 
en fipronil sulfone chez les rates traitées 14 jours au fipronil à 3 mg/kg/j par voie orale sont 
rappelées à gauche sur cette figure. Les concentrations plasmatiques en fipronil (bleu) et en fipronil 
sulfone (orange) ont été mesurées juste après la dernière administration de fipronil. Le rapport 
fipronil sulfone/fipronil est représenté par les histogrammes blancs. 

3. Conclusions 

Le traitement des rats avec 500 mg/kg/j de piperonyl butoxide conjointement à 

l'administration répétée de fipronil n’a pas permis de bloquer la biotransformation du 

fipronil en fipronil sulfone. Le fipronil est décrit comme un inducteur des CYP (Das et al., 

2006). Lors d'administrations répétées de fipronil, la formation de fipronil sulfone à partir 

de fipronil était de plus en plus rapide, ce qui suggérait une activation des CYP par le 

fipronil de plus en plus importante au cours du temps. Il est donc envisageable qu'en fin de 

traitement l'activité des CYP induite par le fipronil soit suffisamment importante pour 

contrebalancer les effets inhibiteurs du piperonyl butoxide. Le but de l'expérience suivante 

était alors à nouveau d'essayer d'inhiber la biotransformation du fipronil en fipronil sulfone 

en augmentant progressivement la dose de piperonyl butoxide au cours du temps et en 

diminuant la dose de fipronil. 
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E. Essai de réduction de la biotransformation du fipronil en fipronil 

sulfone avec des doses croissantes de piperonyl butoxide 

1. Matériels et méthodes 

Quatre rates ont reçu consécutivement 167, 500 puis 800 mg/kg/j de piperonyl 

butoxide (chaque dose étant administrée pendant 5 jours) conjointement à une dose de 

1.5 mg/kg/j de fipronil administrée par gavage oro-gastrique. Les concentrations 

plasmatiques en fipronil et en fipronil sulfone ont été déterminées juste après la dernière 

administration. Les résultats attendus, si l'augmentation des doses de piperonyl butoxide 

permettait de contrebalancer l'augmentation d'induction des CYP par le fipronil au cours 

du temps, étaient une augmentation des concentrations plasmatiques en fipronil, une 

diminution des concentrations plasmatiques en fipronil sulfone et donc une diminution du 

rapport fipronil sulfone/fipronil. 

2. Résultats 

 

Figure 17: Concentrations plasmatiques moyennes (± ET) en fipronil et en fipronil sulfone après 
administration à des rates de fipronil et de trois doses successives de piperonyl butoxide par 
voie orale. 
Le fipronil a été administré à une dose de 1.5 mg/kg/j pendant 15 jours par voie orale à 4 rates 
conjointement à successivement 167, 500 et 800 mg/kg/j de piperonyl butoxide, chaque dose étant 
administrée 5 jours. Les concentrations plasmatiques en fipronil et en fipronil sulfone chez les rates 
traitées 14 jours au fipronil à 3 mg/kg/j par voie orale sont rappelées sur cette figure. Les 
concentrations plasmatiques en fipronil (bleu) et en fipronil sulfone (orange) ont été mesurées juste 
après la dernière administration de fipronil. Le rapport fipronil sulfone/fipronil est représenté par 
les histogrammes blancs. Significativement différent du rapport lors d'une administration de fipronil 
seul: *p<0.05. 

Lors d'administrations de piperonyl butoxide à doses croissantes conjointement au 

fipronil, les concentrations plasmatiques en fipronil sulfone étaient largement supérieures 
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à celles en fipronil à la fin de l'expérimentation avec un rapport fipronil sulfone/fipronil de 

656 ± 321 (figure 17). Ce rapport était largement supérieur à celui obtenu à la fin de 

l'expérimentation lors d'administrations répétées de fipronil à une dose plus haute (3 

mg/kg vs. 1.5 mg/kg, rapport de 127 ± 27) ou à celui obtenu lors de l'administration d'une 

seule dose de piperonyl butoxide conjointement à une dose plus haute de fipronil 

(expérimentation précédente, rapport de 140 ± 114). Etonnamment, l'administration de 

trois doses successives de piperonyl butoxide à 167, 500 et 800 mg/kg/j augmentait donc 

significativement le rapport fipronil sulfone/fipronil obtenu lors d'une administration de 

fipronil seul ou de fipronil avec une dose constante de piperonyl butoxide. 

3. Conclusions 

Nous n'avons pas été en mesure d'inhiber la biotransformation du fipronil en fipronil 

sulfone in vivo chez le rat. Au contraire, le traitement avec des doses croissantes de 

piperonyl butoxide semblait même favoriser la biotransformation du fipronil en fipronil 

sulfone. Or, le piperonyl butoxide, qui est un inhibiteur reconnu des CYP hépatiques, a 

également été décrit comme un potentiel activateur de ces mêmes cytochromes chez les 

mammifères (Butler et al., 1996). Il était donc possible que nos résultats puissent 

s'expliquer par un rapport entre induction et inhibition des CYP par le piperonyl en faveur 

d'une induction lors d'un traitement sur le long terme qui potentialiserait l'induction par le 

fipronil de ses propres voies de métabolisation. 



CHAPITRE 2: CARACTERISATION DE L'EXPOSITION 

95 

F. Discussion 

L'objectif de ce chapitre était de déterminer les paramètres pharmacocinétiques du 

fipronil et du fipronil sulfone afin de mieux caractériser l'exposition au fipronil et au 

fipronil sulfone par voie orale chez le rat. Nous avons tout d'abord montré que lors 

d'administrations répétées en fipronil, tout le fipronil était rapidement transformé en 

fipronil sulfone, le fipronil sulfone persistant ensuite dans l'organisme, ce qui conduisait à 

une exposition des rats quasi exclusive au fipronil sulfone tout au long de 

l'expérimentation. Nous avons ensuite réalisé une étude pharmacocinétique du fipronil et 

du fipronil sulfone, les deux molécules étant administrées à des concentrations 

équimolaires par voie intraveineuse ou par voie orale. Pour la première fois, une 

détermination du taux de biotransformation du fipronil en fipronil sulfone par voie iv sur 

120h et des biodisponibilités par voie orale du fipronil et du fipronil sulfone a été établie. 

D'après nos résultats et les données des évaluations réglementaires (AFSSA, 2005), 

l'absorption intestinale des deux molécules a été quasi-totale. De plus, la 

biotransformation par le foie du fipronil en fipronil sulfone a été la voie d'élimination 

majeure du fipronil. Un traitement des rats avec des concentrations équimolaires en 

fipronil et en fipronil sulfone a donc permis d'obtenir une exposition interne au fipronil 

sulfone similaire. 

Ces résultats nous ont alors permis d'établir un schéma posologique permettant 

dans le chapitre suivant de déterminer si le fipronil sulfone était nécessaire et suffisant 

pour reproduire les effets d'un traitement au fipronil sur le métabolisme des hormones 

thyroïdiennes. Nous n'avons cependant pas été en mesure de bloquer la biotransformation 

du fipronil en fipronil sulfone in vivo. Nous n'avons donc pas pu établir de modèle 

expérimental permettant de déterminer si le fipronil, indépendamment de sa 

biotransformation en fipronil sulfone, pouvait être responsable des effets perturbateurs 

thyroïdiens chez le rat. 
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A. Problématique, hypothèses et objectifs 

A ce jour, les évaluations toxicologiques réglementaires et les expérimentations 

réalisées précédemment dans le laboratoire ont montré qu'un traitement au fipronil a un 

effet perturbateur thyroïdien chez le rat via l'augmentation de la clairance de la T4 

résultant au moins en partie de l'augmentation de l'activité des UGT hépatiques (AFSSA, 

2005; Leghait et al., 2009). Cependant, ces études ne tiennent pas compte des différences 

interspécifiques en termes de métabolisme hépatique du fipronil ni du potentiel 

perturbateur thyroïdien des métabolites du fipronil formés in vivo. Or, le fipronil est 

rapidement métabolisé en fipronil sulfone dans plusieurs espèces comme le rat, l'Homme, 

les animaux de rente et le chien (AFSSA, 2005; Mohamed et al., 2004). Cette voie 

métabolique majeure dépend des CYP dont le fipronil induit l'expression et l'activité (Das 

et al., 2006). Chez le rat, l'effet perturbateur thyroïdien du fipronil est associé à une 

exposition quasi exclusive au fipronil sulfone (Leghait et al., 2009); alors que chez le 

mouton, l'effet perturbateur thyroïdien d'un traitement au fipronil est beaucoup plus limité 

et associé à une plus faible exposition au fipronil sulfone (Leghait et al., 2010). Le fipronil 

sulfone, plutôt que le fipronil lui-même, pourrait donc être responsable de la perturbation 

thyroïdienne engendrée par un traitement au fipronil chez le rat. Ceci est d'autant plus 

critique que les données obtenues chez le rat suggèrent que le fipronil sulfone persiste 

plus longtemps dans l'organisme que le fipronil lui-même (chapitre 2). 

Le but des expérimentations de ce chapitre était de déterminer le potentiel 

perturbateur thyroïdien du fipronil sulfone. Pour ce faire, nous avons mis à l'épreuve 

l'hypothèse selon laquelle un traitement au fipronil sulfone permettait de reproduire les 

effets d'un traitement au fipronil chez le rat sur 1) la perturbation thyroïdienne (première 

expérimentation) et 2) l'activation des CYP responsables de la biotransformation du fipronil 

en fipronil sulfone (deuxième expérimentation), le fipronil sulfone étant décrit comme un 

inducteur de l'expression et de l'activité des CYP au même titre que le fipronil (Das et al., 

2006). 
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B. Comparaison des effets perturbateurs thyroïdiens d'un traitement 

au fipronil ou au fipronil sulfone chez le rat 

1. Matériels et méthodes 

a. Préparation des solutions d'hormones thyroïdiennes 

Des solutions concentrées (1 mg/mL) de T3 et de T4 (triiodothyronine et L-

thyroxine, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) ont été obtenues en diluant la 

T3 ou la T4 dans une solution de NaOH 0.4M/60% d'éthanol. La solution finale de T3 (10 

µg/mL) utilisée pour les administrations sc (10 µg/mL) a été obtenue par dilution au 1/100e 

de la solution concentrée dans du sérum physiologique contenant 49.4 mg/mL de 

bicarbonate de sodium. La solution finale de T4 (10 µg/mL) utilisée pour les cinétiques a 

été obtenue par dilution au 1/100e de la solution concentrée dans du PBS (Phosphate 

Buffered Saline) 10mM, pH 7.4 contenant 0.1% (w/v) d'albumine bovine sérique. 

b. Plan expérimental 

Trente-neuf rates thyroïdectomisées et supplémentées en T3 (THX + T3) ont été 

utilisées pour cette expérimentation. Les animaux ont été répartis en trois groupes (n = 13 

rates/groupe) traités quotidiennement avec du solvant, du fipronil (1.5 mg/kg/j ou 3.4 

µmoles/kg/j) ou du fipronil sulfone (1.55 mg/kg/j ou 3.4 µmoles/kg/j) par gavage oro-

gastrique pendant 14 jours. Neuf rates n'ont pas pu être utilisées dans cette étude à cause 

de complications durant les chirurgies ou de la perte de fonctionnalité du cathéter. 

Environ 24h après la dernière administration de solvant, de fipronil ou de fipronil sulfone, 

toutes les rates ont reçu un bolus intrapéritonéal (ip) de T4 (10 µg/kg, respectivement n = 

9, n = 10 et n = 11 pour le groupe solvant, le groupe traité au fipronil et le groupe traité au 

fipronil sulfone) conduisant à des concentrations plasmatiques en T4 maximales proches 

des concentrations physiologiques (Leghait et al., 2009). Afin de déterminer l'évolution 

temporelle des concentrations plasmatiques en T4, des prélèvements sanguins ont été 

effectués la veille de la cinétique et 0.25, 1, 2, 4, 8, 12 et 24h après l'administration de T4. 

Les concentrations plasmatiques en fipronil et en fipronil sulfone ont été 

déterminées 22.5 ± 0.9h après la dernière administration de fipronil ou de fipronil sulfone. 

Après le dernier prélèvement de sang de la cinétique de T4, soit 23.6 ± 0.5h après la 

dernière administration de T3 et 25.7 ± 0.1h après l'administration de T4, le sang total a 

été collecté via le cathéter dans des tubes héparinés en prévision de la mesure des 

concentrations plasmatiques en T3. Le plasma restant après les dosages de T4 et de T3 par 

RIA a été poolé par traitement afin d'obtenir deux pools par traitement pour chaque temps 

de la cinétique permettant de doser les métabolites des hormones thyroïdiennes par 
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UPLC/MS/MS. Les foies ont été collectés afin de déterminer l'effet du fipronil et du fipronil 

sulfone sur l'activité hépatique des UGT1A et des SULT conjuguant les phénols, et sur 

l'expression des ARNm des Ugt1a1 et des Sult1b1, les UGT1A1 et les SULT1B1 étant des 

enzymes clés pour la conjugaison de la T4 dans le foie des rats femelles (Kester et al., 

2003; Wu et al., 2005). Un schéma du plan expérimental est présenté en figure 18. 

 

Figure 18: Schéma du plan expérimental mis en place pour déterminer l'effet du fipronil et du 
fipronil sulfone sur la clairance de la T4. 
Des rates ont reçu des injections quotidiennes de T3 suite à une thyroïdectomie réalisée à J-7. Du 
jour 0 au jour 13, elles ont été traitées avec du solvant (n = 9), du fipronil (1.5 mg/kg/j pendant 14 
jours, n = 10) ou du fipronil sulfone (1.55 mg/kg/j pendant 14 jours, n = 11). Le 14e jour, les rates 
ont reçu un bolus ip de T4 (10 µg/kg) afin de suivre l'évolution temporelle des concentrations 
plasmatiques en T4 totale et en T4 libre. Le sang total et les foies ont été collectés au moment de 
l'euthanasie afin de déterminer les concentrations en T3 totale et de mesurer l'activité et 
l'expression des ARNm d'enzymes hépatiques. 

c. Fractions subcellulaires et dosages de protéines 

A partir des foies, des fractions microsomales hépatiques ont été préparées comme 

décrit par Zalko et al. (2006). Les surnageants obtenus après centrifugation des fractions 

S9 correspondaient aux fractions cytosoliques. La quantité de protéines dans les fractions 

microsomales et cytosoliques a été déterminée grâce à la méthode de Bradford (1976) en 

utilisant de la BSA comme standard. 
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d. Activité de conjugaison du 4-nitrophénol par les UGT1A 

Afin de vérifier que l'augmentation de l'expression des ARNm des Ugt1a1 se 

traduisait bien par une augmentation de l'activité des UGT, l'activité de conjugaison du 4-

nitrophénol par les UGT1A a été mesurée. La mesure de cette activité enzymatique peut 

être considérée comme un biomarqueur de la capacité de glucuronoconjugaison des 

hormones thyroïdiennes par le foie. En effet, les isoformes des UGT impliquées dans la 

glucuronidation de la T4 sont les UGT1A conjuguant la bilirubine et les phénols (Visser et 

al., 1993b). Ces enzymes conjuguent également les phénols simples comme le 4-

nitrophénol (Peters et al., 2003). L'activité de conjugaison du 4-nitrophénol par les UGT1A 

a été mesurée grâce à une optimisation de la méthode de Burchell and Weatherill (1981) à 

partir des fractions microsomales comme décrit par Leghait et al. (2009) excepté que le 

substrat (4-nitrophénol) était utilisé à une concentration de 4 mM. 

e. Activité de sulfoconjugaison du 2-naphthol par les SULT conjuguant les 

phénols 

Afin de vérifier que l'augmentation de l'expression des ARNm des Sult1b1 était 

associée à une augmentation de l'activité des SULT, l'activité de conjugaison du 2-naphthol 

par les SULT conjuguant les phénols a été mesurée. La mesure de cette activité peut être 

considérée comme un biomarqueur de la capacité de sulfoconjugaison des hormones 

thyroïdiennes par le foie car le 2-naphtol comme les hormones thyroïdiennes sont 

conjuguées par les SULT conjuguant les phénols (Gamage et al., 2006). L'activité de 

conjugaison du 2-naphtol par ces SULT a été mesurée grâce à une optimisation de la 

méthode de Sekura et al. (1981) modifiée par Sheng et al. (2001). Brièvement, le 2-

naphthol (substrat, 0.25 mM) et le 3'-phosphoadénosine 5'-phosphosulfate (cofacteur, 0.2 

mM) ont été mis à incuber ensemble à 37°C avec 220 µg de protéines cytosoliques diluées 

dans un tampon sodium acétate (0.5 M, pH 5.5). La réaction a été stoppée au bout de 10 

minutes avec de l'acide sulfurique contenant du bleu de méthylène (concentration finale 

dans le mix respectivement de 0.1 mM et 0.15 nM). Le bleu de méthylène formait des ions 

appariés avec le produit de la réaction de sulfoconjugaison 2-naphtylsulfate. L'ester d'acide 

sulfurique résultant de la réaction a été extrait avec du chloroforme et quantifié par 

lecture de l'absorbance au spectrophotomètre à 651 nm. L'activité des SULT a été définie 

comme le nombre de nmoles de 2-naphtylsulfate formées par unité de temps et par mg de 

protéines cytosoliques hépatiques. 
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2. Résultats 

a. Effet du traitement sur le poids des animaux et le poids des foies 

Les poids corporels moyens (± ET) étaient similaires pour les groupes traités au 

solvant, au fipronil ou au fipronil sulfone au début (236 ± 13 g, 237 ± 11 g et 240 ± 12 g) et 

à la fin de l'expérimentation (239 ± 20 g, 240 ± 9 g et 246 ± 10 g). Les poids moyens des 

foies (± ET) exprimés en pourcentage des poids corporels étaient respectivement de 3.18 ± 

0.29%, 4.18 ± 0.54% et 3.83 ± 0.55% pour les groupes traités au solvant, au fipronil ou au 

fipronil sulfone. Les traitements au fipronil et au fipronil sulfone étaient donc associés à 

une augmentation significative du poids du foie respectivement de 31.5% et de 20.4% 

(p<0.01). 

b. Concentrations plasmatiques en fipronil et en fipronil sulfone 

Environ 24h après la dernière administration de fipronil ou de fipronil sulfone, les 

concentrations plasmatiques en fipronil étaient inférieures à la LOQ du dosage. Celles en 

fipronil sulfone étaient respectivement de 1502 ± 394 ng/mL et de 1680 ± 557 ng/mL après 

une traitement au fipronil ou au fipronil sulfone. Conformément aux résultats précédents, 

un traitement équimolaire au fipronil ou au fipronil sulfone a donc bien conduit à des 

concentrations plasmatiques en fipronil sulfone du même ordre de grandeur. 

c. Caractérisation de l'état pseudo-euthyroïdien 

Les concentrations plasmatiques en T3 totale ont été mesurées 23.6 ± 0.5h après la 

dernière administration de T3 et 25.7 ± 0.1h après l'administration de T4. Les 

concentrations plasmatiques moyennes (± ET) en T3 totale étaient de 0.51 ± 0.16 ng/mL, 

0.30 ± 0.07 ng/mL et 0.30 ± 0.13 ng/mL pour les groupes traités respectivement au 

solvant, au fipronil et au fipronil sulfone. Pour tous les groupes, les concentrations étaient 

de l'ordre des concentrations physiologiques en T3 chez le rat (Döhler et al., 1979). 

Cependant, un effet significatif du traitement (p<0.05) a été observé. Les concentrations 

en T3 totale étaient 1.7 fois plus faibles lors des traitements au fipronil ou au fipronil 

sulfone (p<0.05) par rapport au groupe solvant. Il n'existait pas de différence significative 

entre les traitements au fipronil et au fipronil sulfone (p>0.05). 

d. Effet du traitement sur les paramètres pharmacocinétiques de la T4 

totale et de la T4 libre 

La T4 était non détectable dans les échantillons de plasma collectés avant 

l'administration de T4 confirmant l'absence de T4 endogène dans ce modèle de rats pseudo-

euthyroïdiens. Les concentrations maximales en T4 totale pour le groupe solvant étaient de 
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l'ordre des concentrations plasmatiques en T4 décrites chez le rat (figure 19, Topo et al., 

2010). Les concentrations moyennes en T4 totale et en T4 libre étaient plus hautes dans le 

groupe traité au solvant que dans les deux autres groupes pour tous les temps de 

prélèvement. 

 

Figure 19: Effet du fipronil et du fipronil sulfone sur l'évolution des concentrations plasmatiques 
et la clairance de la TT4 et de la FT4 chez des rates thyroïdectomisées et supplémentées en T3. 
L'évolution des concentrations plasmatiques moyennes (± ET) en TT4 (A, gauche) et en FT4 (B, 
gauche) ainsi que les clairances apparentes moyennes (± ET) pour la TT4 (A, droite) et la FT4 (B, 
droite) ont été déterminées à partir des concentrations plasmatiques en TT4 et en FT4 mesurées 
dans des échantillons de plasma collectés la veille et 0.25, 1, 2, 4, 8, 12 et 24h après administration 
d'un bolus ip de T4 (10 µg/kg) à des rates THX + T3 traitées pendant 14 jours avec un solvant (vert, n 
= 9), du fipronil (bleu, 1.5 mg/kg/j, n = 10) ou du fipronil sulfone (orange, 1.55 mg/kg/j, n = 11). 
Significativement différent du groupe solvant: *p<0.05, **p<0.01. 

Les clairances apparentes de la T4 totale et de la T4 libre étaient environ 2.5 et 2.8 

fois plus élevées dans les groupes traités au fipronil et au fipronil sulfone que dans le 

groupe solvant. Les autres paramètres pharmacocinétiques de la T4 totale et de la T4 libre 

sont présentés dans le tableau 18. Quel que soit le paramètre pharmacocinétique estimé, 

il n'y avait pas de différence significative entre les groupes traités au fipronil ou au fipronil 

sulfone (p>0.05). En revanche, la Cmax de la T4 totale et de la T4 libre et le t1/2 de la T4 

libre étaient significativement plus faibles dans les groupes traités au fipronil ou au fipronil 

sulfone que dans le groupe solvant. 
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 Solvant (n = 9) Fipronil (n = 10) Fipronil sulfone (n = 11) 

T4 totale    

t1/2 (h) 9.5 ± 4.1 8.0 ± 5.4 8.6 ± 4.5 

Tmax (h) 1.8 ± 0.5 1.6 ± 0.4 2.0 ± 1.0 

Cmax (ng/mL) 56.5 ± 12.6 32.1 ± 13.8 * 32.3 ± 13.4 * 

T4 libre    

t1/2 (h) 8.1 ± 3.5 4.7 ± 2.0 * 4.5 ± 1.9 * 

Tmax (h) 2.0 ± 0.5 1.8 ± 0.4 2.0 ± 0.9 

Cmax (ng/mL) 15.5 ± 5.3 7.9 ± 2.3 * 8.7 ± 5.6 * 

Tableau 18: Paramètres pharmacocinétiques moyens (± ET) de la T4 totale et de la T4 libre chez 
des rates THX + T3 traitées avec du solvant, du fipronil ou du fipronil sulfone. 
Des rates thyroïdectomisées et supplémentées en T3 ont été traitées pendant 14 jours avec du 
solvant (n = 9), du fipronil (1.5 mg/kg/j, n = 10) ou du fipronil sulfone (1.55 mg/kg/j, n = 11). La T4 
totale et la T4 libre ont été dosées dans les échantillons de plasma collectés la veille et 0.25, 1, 2, 
4, 8, 12 et 24h après un bolus ip de T4 (10 µg/kg) administrée 24h après la dernière administration 
de solvant, de fipronil ou de fipronil sulfone. Les paramètres pharmacocinétiques de la T4 totale et 
de la T4 libre ont été calculés à l'aide d'un modèle monocompartimental décrivant une 
administration extravasculaire avec des phases d'absorption et d'élimination d'ordre 1. 
Significativement différent du groupe solvant: *p<0.05. 

e. Effet du traitement sur le profil métabolique des hormones thyroïdiennes 

Les concentrations plasmatiques en rT3 dans les pools de plasma des trois groupes 

traitées au solvant, au fipronil ou au fipronil sulfone étaient toujours inférieures à la LOQ 

du dosage. Le décours temporel des concentrations plasmatiques en T4 obtenues dans les 

trois groupes était cohérent avec les valeurs des concentrations plasmatiques mesurées par 

RIA sur les échantillons de plasma de chaque rat pris individuellement (figure 20). Elles 

étaient également plus hautes pour les animaux traités au solvant que pour ceux traités au 

fipronil ou au fipronil sulfone pour chaque temps de la cinétique. Pour les prélèvements 

réalisés avant l'administration quotidienne sc de T3, soit 0.25, 1 et 2h après 

l'administration ip de T4, les concentrations plasmatiques en T3 semblaient stables et non 

affectées par le traitement. En revanche, suite à l'administration de T3, elles augmentaient 

rapidement jusqu'à atteindre des concentrations plasmatiques maximales respectivement 

de 4.31 ± 2.11, 2.36 ± 1.83 et 2.79 ± 0.86 pour les groupes traités au solvant, au fipronil et 

au fipronil sulfone. Ces concentrations étaient supérieures aux concentrations 

physiologiques. Elles diminuaient ensuite rapidement à un niveau physiologique dans les 

trois groupes tout en restant inférieures dans les groupes traités au fipronil et au fipronil 

sulfone par rapport au groupe solvant. Les concentrations plasmatiques en T2 semblaient 

très stables et ne semblaient pas affectées par les administrations de T4 ou de T3. 
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Cependant, elles étaient plus élevées pour les animaux traités au solvant que pour ceux 

traités au fipronil ou au fipronil sulfone pour chaque temps de la cinétique. 

 

Figure 20: Evolution des concentrations plasmatiques moyennes (± ET des deux pools) en T4, en 
T3 et en T2 après un bolus ip de T4 à des rates THX + T3 traitées avec du solvant, du fipronil ou 
du fipronil sulfone. 
Les concentrations plasmatiques en T4 (A), en T3 (B) et en T2 (C) ont été mesurées dans des 
échantillons de plasma collectés la veille et 0.25, 1, 2, 4, 8, 12 et 24h après l'administration de T4 
(10 µg/kg) et poolés par traitement (2 pools par traitement) chez des animaux traités pendant 14 
jours avec du solvant (vert), du fipronil (bleu, 1.5 mg/kg/j) ou du fipronil sulfone (orange, 1.55 
mg/kg/j). 
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f. Effet du traitement sur l'expression des ARNm des Ugt1a1 et des Sult1b1 

et sur l'activité des UGT1A et des SULT conjuguant les phénols 

L'expression des ARNm des Ugt1a1 a été multipliée respectivement par 3.1 et par 4 

et celle des Sult1b1 respectivement par 2.5 et par 2.9 lors d'un traitement au fipronil ou 

au fipronil sulfone (p<0.01, figure 21, graphiques de gauche). L'activité des UGT1A a 

également été multipliée respectivement par 1.9 et par 2.1 lors d'un traitement au fipronil 

ou au fipronil sulfone (p<0.01, graphique en haut à droite). Cependant, le traitement n'a 

eu aucun effet sur l'activité des SULT conjuguant les phénols (p>0.05, graphique en bas à 

droite). 

 

Figure 21: Effet du fipronil et du fipronil sulfone sur l'expression des ARNm et l'activité des 
enzymes de conjugaison de la T4. 
L'expression moyenne (± ES) des ARNm des Ugt1a1 (A, gauche) et des Sult1b1 (B, gauche) et 
l'activité moyenne (± ET) de glucuronoconjugaison du 4-nitrophénol par les UGT1A (A, droite) et de 
sulfoconjugaison du 2-naphthol par les SULT conjuguant les phénols (B, droite) ont été déterminées 
à partir des échantillons de foie prélevés 48h après la dernière administration de solvant (vert, n = 
9), de fipronil (bleu, 1.5 mg/kg/j, n = 10) ou de fipronil sulfone (orange, 1.55 mg/kg/j, n = 11) chez 
des rates THX + T3. Significativement différent du groupe solvant: **p<0.01. 
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C. Comparaison des effets d'un traitement au fipronil ou au fipronil 

sulfone chez le rat sur l'activation des CYP 

1. Matériels et méthodes 

a. Préparation de la solution d'antipyrine et dosage de l'antipyrine 

L'antipyrine (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) a été dissoute 

extemporanément dans de l'eau apyrogène stérile afin d'atteindre une concentration finale 

de 30 mg/mL. Les concentrations plasmatiques en antipyrine ont été déterminées par 

HPLC couplée à une détection UV selon la méthode décrite par Leghait et al. (2009). Les 

coefficients de variation moyens intra- et inter-jours pour trois contrôles qualité étaient 

respectivement de 4.3% et de 6.4%. La limite de quantification était de 0.3 µg/mL. 

b. Plan expérimental 

Vingt-neuf rates thyroïdectomisées et supplémentées en T3 (THX + T3) ont été 

utilisées pour cette expérimentation. Les animaux ont été répartis en trois groupes (n = 7 

rates/groupe) traités quotidiennement avec du solvant, du fipronil (1.5 mg/kg/j ou 3.4 

µmoles/kg/j) ou du fipronil sulfone (1.55 mg/kg/j ou 3.4 µmoles/kg/j) par gavage oro-

gastrique pendant 14 jours. Six rates n'ont pas pu être utilisées dans cette étude à cause 

de complications durant les chirurgies ou de la perte de fonctionnalité du cathéter. 

Environ 24h après la dernière administration de solvant, de fipronil ou de fipronil sulfone, 

toutes les rates ont reçu un bolus intrapéritonéal (ip) d'antipyrine (30 mg/kg, 

respectivement n = 5, n = 4 et n = 6 pour le groupe solvant, le groupe traité au fipronil et 

le groupe traité au fipronil sulfone), afin de déterminer la clairance de l'antipyrine 

considérée comme un biomarqueur de la capacité oxydative du foie (Tanaka et al., 1985) 

et plus spécifiquement de l'activité des CYP in vivo (Matthew and Houston, 1990). Afin de 

déterminer l'évolution temporelle des concentrations plasmatiques en antipyrine, des 

prélèvements sanguins ont été effectués la veille de la cinétique et 0.5, 1, 2, 3, 5, 7 et 9h 

après l'administration d'antipyrine. 

Les concentrations plasmatiques en fipronil et en fipronil sulfone ont été 

déterminées 33.4 ± 2.0h après la dernière administration de fipronil ou de fipronil sulfone. 

Environ 24h après le dernier prélèvement de sang de la cinétique d'antipyrine, le sang total 

a été collecté via le cathéter dans des tubes héparinés. Les foies ont été collectés afin de 

déterminer l'effet du fipronil et du fipronil sulfone sur l'expression protéique des CYP3A, et 

sur l'expression des ARNm des Cyp1a1, Cyp1a2, Cyp2b2, Cyp3a1 et Cyp3a2, leurs 

orthologues CYP1A1, CYP1A2, CYP2B6 et CYP3A4 étant responsables de la métabolisation 
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du fipronil (Das et al., 2006; Tang et al., 2004) et/ou de l'antipyrine (Engel et al., 1996) 

chez l'Homme. Un schéma du plan expérimental est présenté en figure 22. 

 

Figure 22: Schéma du plan expérimental mis en place pour déterminer l'effet du fipronil et du 
fipronil sulfone sur l'induction des CYP. 
Des rates ont reçu des injections quotidiennes de T3 suite à une thyroïdectomie réalisée à J-7. Du 
jour 0 au jour 13, elles ont été traitées avec du solvant (n = 5), du fipronil (1.5 mg/kg/j pendant 14 
jours, n = 4) ou du fipronil sulfone (1.55 mg/kg/j pendant 14 jours, n = 6). Le 14e jour, les rates ont 
reçu un bolus ip d'antipyrine (30 mg/kg) afin de suivre l'évolution temporelle des concentrations 
plasmatiques en antipyrine, biomarqueur de l'activité hépatique des CYP. Le sang total et les foies 
ont été collectés au moment de l'euthanasie afin de mesurer l'expression protéique et l'expression 
des ARNm d'enzymes hépatiques. 

c. Fractions subcellulaires et dosages de protéines 

A partir des foies, des fractions microsomales hépatiques ont été préparées comme 

décrit par Zalko et al. (2006). Les surnageants obtenus après centrifugation des fractions 

S9 correspondaient aux fractions cytosoliques. La quantité de protéines dans les fractions 

microsomales et cytosoliques a été déterminée grâce à la méthode de Bradford (1976) en 

utilisant de la BSA comme standard. 

d. Expression protéique des CYP3A 

Le CYP3A4 est la principale isoforme responsable de la S-oxydation du fipronil chez 

l'Homme (Tang et al., 2004). Afin de vérifier chez des rates ayant reçu un bolus ip 

d'antipyrine (chapitre 3) que l'augmentation de l'expression des ARNm des Cyp3a1 et 
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Cyp3a2, orthologues du CYP3A4 chez le rat, était associée à une augmentation de 

l'expression protéique du CYP3A, cette dernière a été mesurée par Western blot. Dix µg de 

protéines microsomales ont été dénaturées et une électrophorèse a été réalisée sur des 

gels précoulés (80V, 30 min, 150V, 90 min) puis les protéines ont été transférées sur une 

membrane PVDF (Polyvinylidène fluoride, 120V, 60 min). Après blocage du marquage non 

spécifique (120 min), les membranes ont été mises à incuber pendant 60 minutes avec un 

anticorps primaire monoclonal de souris anti-CYP3A humain (Santa Cruz Biotechnology Inc, 

Heidelberg, Germany). Après une série de lavages, les membranes ont été mises à incuber 

pendant 40 minutes avec un anticorps secondaire de chèvre anti-souris couplé à un 

fluorophore (IgG de chèvre anti-souris 770 CW®, Biotium, Interchim, Montluçon, France). 

Après une série de lavages, le signal a été quantifié par immunofluorescence infrarouge 

(Odyssey® infrared imaging system, Li-cor Biosciences, Les Ulis, France). 

Un marqueur de poids moléculaire et trois pools de référence contenant 2, 6 ou 12 

µg de protéines ont été déposés sur chaque gel en plus de 10 µg de protéines microsomales 

de deux animaux de chaque groupe. Une courbe de calibration de l'intensité du signal 

contre la quantité de protéine déposée a été obtenue en quantifiant l'intensité des signaux 

pour les trois pools de référence et a été utilisée pour calculer l'intensité d'un signal 

théorique pour 10 µg de protéines. Cette valeur a ensuite été utilisée pour normaliser 

l'intensité du signal entre les membranes. L'intensité relative du signal pour chaque 

échantillon a été définie comme le rapport de l'intensité du signal observé sur le signal 

théorique calculé pour 10 µg de protéines pour chaque gel et a été exprimée par gramme 

de tissu frais. 

La spécificité de l'anticorps primaire dirigé contre les CYP3A humain pour les CYP3A 

de rat a été vérifiée par une préincubation de l'anticorps avec différentes quantités de 

supersomes de CYP3A1 ou de CYP3A2 de rat (2 à 80 µg, SupersomesTM, BD Biosciences, Le 

Pont-de-Claix, France). La préincubation avec l'un ou l'autre des supersomes pendant 5h 

résultait en une diminution de l'immunoréactivité dans les fractions microsomales 

dépendante de la quantité de supersomes, confirmant ainsi la spécificité du marquage vis-

à-vis du CYP3A de rat. La spécificité de l'anticorps secondaire a été déterminée en 

vérifiant qu'il n'y avait aucun signal supérieur au bruit de fond en absence d'anticorps 

primaire. 

2. Résultats 

a. Effet du traitement sur le poids des animaux et le poids des foies 

Les poids corporels moyens (± ET) étaient similaires pour les groupes traités au 

solvant, au fipronil ou au fipronil sulfone au début (237 ± 6 g, 241 ± 12 g et 243 ± 17 g) et à 
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la fin de l'expérimentation (243 ± 9 g, 244 ± 9 g et 244 ± 18 g). Les poids moyens des foies 

(± ET) exprimés en pourcentage des poids corporels étaient respectivement de 3.41 ± 

0.35%, 3.89 ± 0.40% et 3.67 ± 0.22% pour les groupes traités au solvant, au fipronil ou au 

fipronil sulfone. Contrairement à l'expérimentation précédente, le traitement n'a eu aucun 

effet sur le poids relatif des foies (p=0.11). 

b. Concentrations plasmatiques en fipronil et en fipronil sulfone 

Environ 30h après la dernière administration, les concentrations en fipronil étaient 

inférieures à la LOQ du dosage. Celles en fipronil sulfone étaient respectivement de 1214 ± 

547 ng/mL et de 1285 ± 244 ng/mL après une traitement au fipronil ou au fipronil sulfone. 

Conformément aux résultats précédents, un traitement équimolaire au fipronil ou au 

fipronil sulfone a donc bien conduit à des concentrations plasmatiques en fipronil sulfone 

du même ordre de grandeur. 

c. Effet du traitement sur les paramètres pharmacocinétiques de 

l'antipyrine 

Les concentrations moyennes en antipyrine étaient plus élevées dans le groupe 

traité au solvant que dans les deux autres groupes pour tous les temps de prélèvements 

(figure 23). La clairance apparente de l'antipyrine était 1.7 fois plus haute dans les groupes 

traités au fipronil et au fipronil sulfone que dans le groupe solvant. 

 

Figure 23: Effet du fipronil et du fipronil sulfone sur l'évolution des concentrations plasmatiques 
et la clairance de l'antipyrine chez des rates thyroïdectomisées et supplémentées en T3. 
L'évolution des concentrations plasmatiques moyennes (± ET) en antipyrine (gauche) ainsi que la 
clairance apparente moyenne (± ET, droite) ont été déterminées à partir des concentrations 
plasmatiques en antipyrine mesurées dans des échantillons de plasma collectés la veille et 0.5, 1, 2, 
3, 5, 7 et 9h après administration d'un bolus ip d'antipyrine (30 mg/kg) à des rates THX + T3 traitées 
pendant 14 jours avec un solvant (vert, n = 5), du fipronil (bleu, 1.5 mg/kg/j, n = 4) ou du fipronil 
sulfone (orange, 1.55 mg/kg/j, n = 6). Significativement différent du groupe solvant: **p<0.01. 

Le temps de demi-vie d'élimination de l'antipyrine était 1.7 fois plus faible dans les 

groupes traités au fipronil ou au fipronil sulfone par rapport au groupe solvant (p<0.01, 
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tableau 19). Les autres paramètres pharmacocinétiques n'étaient pas affectés par le 

traitement. 

 

 Solvant (n = 5) Fipronil (n = 4) Fipronil sulfone (n = 6) 

Antipyrine    

t1/2 (h) 2.8 ± 0.4 1.7 ± 0.4 ** 1.6 ± 0.2 ** 

Tmax (h) 0.3 ± 0.1 0.3 ± 0.1 0.4 ± 0.2 

Cmax (µg/mL) 32.9 ± 3.9 31.4 ± 2.7 31.0 ± 3.7 

Tableau 19: Paramètres pharmacocinétiques moyens (± ET) de l'antipyrine chez des rates THX + 
T3 traitées avec du solvant, du fipronil ou du fipronil sulfone. 
Des rates thyroïdectomisées et supplémentées en T3 ont été traitées pendant 14 jours avec du 
solvant (n = 5), du fipronil (1.5 mg/kg/j, n = 4) ou du fipronil sulfone (1.55 mg/kg/j, n = 6). Vingt-
quatre heures après la dernière administration, l'antipyrine a été dosée dans les échantillons de 
plasma collectés la veille et 0.5, 1, 2, 3, 5, 7 et 9h après un bolus ip d'antipyrine (30 mg/kg). Les 
paramètres pharmacocinétiques de l'antipyrine ont été calculés à l'aide d'un modèle 
monocompartimental décrivant une administration extravasculaire avec des phases d'absorption et 
d'élimination d'ordre 1. Significativement différent du groupe solvant: **p<0.01. 

d. Effet du traitement sur l'expression des ARNm des Cyp1a1, Cyp1a2, 

Cyp2b2, Cyp3a1 et Cyp3a2 et sur l'expression protéique des CYP3A 

Les traitements au fipronil et au fipronil sulfone ont entrainé une augmentation 

significative de l'expression des ARNm des Cyp3a1 et Cyp2b2 (p<0.01). L'expression des 

ARNm des Cyp3a1 était 22.1 et 18.7 fois plus haute et celle des Cyp2b2 10.1 et 7.0 fois 

plus haute lors d'un traitement au fipronil et au fipronil sulfone que lors d'un traitement au 

solvant. Le traitement n'a eu aucun effet sur l'expression des ARNm des Cyp1a1, Cyp1a2 et 

Cyp3a2 (p>0.05, figure 24). Le signal d'immunoréactivité correspondant au CYP3A a été 

détecté à environ 52 kDa. L'expression des CYP3A a été respectivement multipliée par 4.2 

et 4.5 lors d'un traitement au fipronil ou au fipronil sulfone (p<0.05, figure 25). 
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Figure 24: Effet du fipronil et du fipronil sulfone sur l'expression des ARNm des cytochromes 
P450 métabolisant le fipronil et/ou l'antipyrine. 
L'expression moyenne (± ES) des ARNm des Cyp1a1 (A), Cyp1a2 (B), Cyp2b2 (C), Cyp3a1 (D) et 
Cyp3a2 (E) a été déterminée à partir des échantillons de foie prélevés 48h après la dernière 
administration de solvant (vert, n = 5), de fipronil (bleu, 1.5 mg/kg/j, n = 4) ou de fipronil sulfone 
(orange, 1.55 mg/kg/j, n = 6) chez des rates THX + T3. Significativement différent du groupe 
solvant: *p<0.05. 
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Figure 25: Signal d'immunoréactivité correspondant au CYP3A obtenu pour une rate THX + T3 
représentative traitée au solvant, au fipronil ou au fipronil sulfone (A) et intensité relative 
moyenne (± ET) de ce signal pour chaque groupe (B). 
L'expression protéique des CYP3A a été mesurée à partir des fractions microsomales des échantillons 
de foie prélevés 48h après la dernière administration de solvant (vert, n = 5), de fipronil (bleu, 1.5 
mg/kg/j, n = 4) ou de fipronil sulfone (orange, 1.55 mg/kg/j, n = 6). L'intensité du signal 
d'immunoréactivité pour chaque échantillon a été normalisée par l'intensité du signal pour un pool 
de référence. Significativement différent du groupe solvant: *p<0.05. 
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D. Discussion 

Cette étude a confirmé qu'un traitement au fipronil conduit à une augmentation des 

clairances de la T4 totale et de la T4 libre dans un modèle de rats pseudo-euthyroïdiens 

thyroïdectomisés et supplémentés en T3. Ces résultats sont en accord avec les résultats 

précédemment obtenus dans le laboratoire par Leghait et al. (2009). De plus, un 

traitement au fipronil sulfone permettait ici de reproduire les effets d'un traitement au 

fipronil sur la clairance de la T4, suggérant que le fipronil sulfone est un perturbateur 

thyroïdien chez le rat. 

Les précédents résultats du laboratoire (Leghait et al., 2009) montraient également 

que la perturbation thyroïdienne était associée à une augmentation de l'activité des 

UGT1A, résultat que nous avons confirmé. Dans notre étude, nous avons en outre montré 

que l'augmentation d'activité des UGT1A était associée à une augmentation de l'expression 

des ARNm des Ugt1a1 similaire lors d'un traitement au fipronil ou d'un traitement au 

fipronil sulfone suggérant que les UGT1A pouvaient être impliquées dans l'augmentation de 

l'élimination de la T4. 

D'autres enzymes de conjugaison semblaient impliquées dans l'augmentation de 

l'élimination des hormones thyroïdiennes lors d'un traitement au fipronil ou au fipronil 

sulfone. En effet, l'expression des ARNm des Sult1b1 a été augmentée de la même manière 

par un traitement au fipronil ou par un traitement au fipronil sulfone. Cependant, aucun 

des deux traitements n'a eu d'effet significatif sur l'activité de conjugaison du 2-naphthol 

des SULT conjuguant les phénols. Cette divergence des résultats pourrait s'expliquer par le 

fait que la mesure de l'activité des SULT conjuguant les phénols ne permet pas de 

différencier l'activité de plusieurs isoformes des SULT1. En effet, les SULT1A1, SULT1A3 et 

SULT1C2 qui sont moins impliquées dans la sulfoconjugaison de la T4 dans le foie des rats 

femelles que les SULT1B1 (Kester et al., 2003) conjuguent toutes le 2-naphthol (Falany et 

al., 2005). Il est donc tout à fait envisageable qu'une augmentation de l'activité des 

SULT1B1, résultant d'une augmentation de l'expression des ARNm des Sult1b1, ait été 

masquée par l'activité des autres isoformes des sulfotransférases mesurée lors du dosage. 

Nos résultats sur l'expression des ARNm des Ugt1a1 et des Sult1b1 et sur l'activité 

des UGT1A montraient que les traitements au fipronil et au fipronil sulfone induisaient des 

augmentations comparables des voies de conjugaison de la T4. Ceci suggérait qu'un 

traitement au fipronil sulfone avait un potentiel perturbateur thyroïdien via une 

augmentation des voies de conjugaison de la T4 au moins équivalent à celui d'un traitement 

au fipronil. Cependant, l'implication d'autres voies métaboliques de la T4 comme la voie de 

désiodation des hormones thyroïdiennes ne peut pas être exclue. Afin d'avoir un meilleur 

aperçu des voies de désiodation potentiellement impliquées dans la perturbation 
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thyroïdienne engendrée par un traitement au fipronil ou au fipronil sulfone, nous nous 

sommes intéressés aux effets des deux traitements sur les concentrations plasmatiques en 

T3 (radioimmunologie et UPLC/MS/MS) et en T2 (UPLC/MS/MS) dans notre modèle de rats 

pseudo-euthyroïdiens. Dans les échantillons collectés approximativement 24h après 

l'administration de T4 et 22h après celle de T3 et dosés par radioimmunologie, les 

concentrations en T3 étaient significativement plus faibles chez les animaux traités au 

fipronil sulfone que chez les animaux traités au solvant. De même, les concentrations 

plasmatiques en T3 et en T2 dosées par UPLC/MS/MS dans les pools de plasma étaient 

toujours plus faibles dans les groupes traités au fipronil ou au fipronil sulfone que dans le 

groupe traité au solvant. Cet effet pourrait s'expliquer par une augmentation des 

clairances de la T3 et de la T2 similaire à celle de la T4 via une induction des voies de 

conjugaison de la T3 et de la T2 mais également par la diminution de la production de T3 ou 

de T2 par inhibition des désiodases. En effet, la conjugaison de la T3 ou de la T2 est une 

voie connue d'élimination de ces métabolites et fait appel aux mêmes systèmes 

enzymatiques que pour la conjugaison de la T4 (Wu et al., 2005; Curran and DeGroot, 

1991). Une inhibition des désiodases régulant la production des hormones thyroïdiennes a 

déjà été décrite après l'incubation de microsomes de foie avec des contaminants 

phénoliques halogénés qui, comme le fipronil, entrainent des modifications des taux 

circulants en hormones thyroïdiennes (Butt et al., 2011). La mesure de l'évolution 

temporelle des concentrations plasmatiques en T3 aurait du permettre de dégager des 

pistes quant à l'implication éventuelle des désiodases. Toutefois, il a été impossible avec 

notre protocole expérimental de déterminer l'origine précise de la T3 mesurée, c'est-à-dire 

désiodation de la T4 ou injection de T3 pour maintenir l'état pseudo-euthyroïdien. Nous 

n'avons donc pas été en mesure de démontrer qu'une autre voie de métabolisation que la 

voie de conjugaison ait pu être impliquée dans la perturbation induite par un traitement 

au fipronil ou un traitement au fipronil sulfone chez le rat. Cependant, quel que soit le 

paramètre étudié (profil métabolique, activité des enzymes, expression des protéines ou 

des ARNm), un traitement exclusif au fipronil sulfone a toujours conduit aux mêmes 

résultats qu'un traitement au fipronil. 

Les deux traitements étaient associés à une augmentation de la clairance de 

l'antipyrine qui est considérée comme un biomarqueur pertinent de l'activité des CYP in 

vivo dans plusieurs espèces (Chan and Yeung, 2006; St Peter et al., 1991). En accord avec 

les données sur le métabolisme hépatique de l'antipyrine (Engel et al., 1996), cette 

augmentation de l'activité des CYP était associée avec une augmentation de l'expression 

des ARNm des Cyp3a1 et Cyp2b2 chez le rat. Cela concordait avec les données obtenues 

sur hépatocytes humains (Das et al., 2006) qui montraient que le fipronil induisait les 
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Cyp3a4 et Cyp2b6 humains, orthologues des Cyp3a1 et Cyp2b2 de rat. L'augmentation de 

l'expression des ARNm des Cyp3a1 en réponse à une traitement au fipronil ou à un 

traitement au fipronil sulfone était associée à une augmentation de l'expression protéique 

des CYP3A. Le fipronil sulfone est donc capable d'induire les enzymes favorisant sa propre 

formation et ainsi d'accélérer sa formation à partir du fipronil lors d'une exposition 

chronique. La biotransformation du fipronil en fipronil sulfone pourrait donc conduire à 

une augmentation du risque lié à une exposition du fipronil sulfone. Bien que l'expression 

des ARNm des Cyp1a1 ait été augmentée suite à un traitement au fipronil dans les 

hépatocytes humains (Das et al., 2006), nous n'avons pas montré d'effet du fipronil ou du 

fipronil sulfone sur le Cyp1a1 chez le rat. Il faut cependant noter que l'induction du Cyp1a1 

dans les hépatocytes humains avait lieu pour des concentrations en fipronil dans le milieu 

de culture cellulaire globalement plus hautes que les concentrations plasmatiques en 

fipronil et en fipronil sulfone observées dans notre étude in vivo. En conclusion, dans 

l'ensemble nos résultats montrent que le fipronil sulfone est un inducteur des CYP au moins 

aussi efficace que le fipronil lui-même et cible les mêmes isoenzymes, et qu'un certain 

nombre d'enzymes induites chez le rat in vivo le sont aussi chez l'Homme in vitro. 

Une augmentation significative du poids des foies a été observée lors d'un 

traitement au fipronil ou au fipronil sulfone dans l'expérimentation étudiant les effets des 

deux traitements sur la clairance de la T4. Cette hépatomégalie concordait avec les 

résultats des évaluations toxicologiques réglementaires qui ont montré une augmentation 

du poids des foies de rat après une traitement au fipronil (AFSSA, 2005). L'hépatomégalie 

et l'augmentation de l'activité des enzymes hépatiques pouvaient toutes deux être liées à 

une activation de récepteurs nucléaires xénosenseurs. Par exemple, l'activation des 

récepteurs Constitutive Androstane Receptor (CAR) et Pregnane X Receptor (PXR) est 

associée à une hépatomégalie (Huang et al., 2005, Ross et al., 2010) et à une régulation 

des enzymes hépatiques de phase I, en particulier les CYP2B et CYP3A, et de phase II 

impliquées dans le métabolisme des xénobiotiques et des hormones thyroïdiennes (Konno 

et al., 2008). Notre étude montrait clairement que plusieurs de ces voies étaient induites 

par le fipronil ou son métabolite. De plus, le fipronil est un ligand du PXR humain in vitro 

(Lemaire et al., 2006). On peut donc supposer que les récepteurs nucléaires CAR et/ou PXR 

pourraient être des médiateurs de la perturbation thyroïdienne engendrée par un 

traitement au fipronil ou au fipronil sulfone. Cette hypothèse sera étudiée dans le chapitre 

5. 

En conclusion, le traitement de rats au fipronil sulfone permet de reproduire les 

effets d'un traitement au fipronil sur le métabolisme hépatique de la T4 et sur l'expression 

et l'activité des enzymes de conjugaison et des CYP. Le métabolite serait alors au moins 
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aussi efficace que le fipronil pour induire un perturbation thyroïdienne. Toutefois, dans 

cette étude, les rats étaient traités avec des doses relativement fortes en fipronil et en 

fipronil sulfone. Nos conclusions ne concernent donc que l'effet maximal du fipronil et du 

fipronil sulfone. Seule une approche type dose-réponse permettrait de déterminer les 

puissances relatives (concentrations conduisant à la moitié de l'effet maximal) des deux 

molécules et de statuer définitivement sur leur potentiel respectif à induire une 

perturbation thyroïdienne. De plus, ce type d'approche devrait permettre de déterminer 

dans quelle fenêtre de concentrations le fipronil ou le fipronil sulfone peuvent induire une 

augmentation de l'élimination des hormones thyroïdiennes. On pourra ainsi savoir si le 

potentiel perturbateur thyroïdien du fipronil ou du fipronil sulfone peut s'exprimer pour 

des concentrations plasmatiques faibles, de l'ordre du ng/mL, semblables à celles 

retrouvées chez l'Homme dans le cadre d'une utilisation domestique ou professionnelle du 

fipronil (AFSSA, 2005, Herin et al., 2011) et/ou d'une intoxication accidentelle à 

l'insecticide (Mohamed et al., 2004). D'autres évaluations du rôle du métabolisme du 

fipronil comme facteur déterminant de son potentiel perturbateur thyroïdien semblaient 

donc indispensables. Un des objectifs de la suite de notre travail de thèse était d'élaborer 

un modèle de toxicologie comparative d'espèce in vitro afin de caractériser le potentiel 

effet perturbateur thyroïdien du fipronil et du fipronil sulfone chez l'Homme (chapitre 4) 

et donc la pertinence des modèles animaux. Ce point semblait d'autant plus important que 

la contribution potentielle du fipronil sulfone à la perturbation thyroïdienne induite par un 

traitement au fipronil a été jusqu'alors négligée et ce en dépit du fait que le fipronil 

sulfone est le principal métabolite du fipronil formé in vivo chez l'Homme et qu'il persiste 

dans l'organisme plus longtemps que le fipronil lui-même. 
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A. Problématique, hypothèses et objectifs 

Le fipronil est un perturbateur thyroïdien chez le rat (AFSSA, 2005; Leghait et al., 

2009, Roques et al., 2012) mais n'a qu'un effet limité chez le mouton (Leghait et al., 

2010). Cette perturbation thyroïdienne résulte d'une augmentation du métabolisme 

hépatique des hormones thyroïdiennes (Roques et al., 2012). Or, le rat est un modèle 

controversé en ce qui concerne l'étude de ce type de perturbation thyroïdienne. En effet, 

il ne possède pas, contrairement à l'Homme et au mouton, de TBG, protéine plasmatique 

de liaison des hormones thyroïdiennes hautement spécifique supposée jouer un rôle 

protecteur contre la perturbation thyroïdienne. Il existe également des différences 

interspécifiques en termes d'enzymes hépatiques responsables de la métabolisation des 

hormones thyroïdiennes (Emi et al., 2007; Visser et al., 1998). 

Nous avons montré dans le chapitre 3 que, chez le rat, la métabolisation du fipronil 

en fipronil sulfone pourrait être responsable du potentiel perturbateur thyroïdien d'un 

traitement au fipronil. Ceci est d'autant plus critique que le fipronil sulfone persiste 

beaucoup plus longtemps dans l'organisme que le fipronil lui-même (chapitre 2). 

Cependant, les expériences in vivo ne permettaient pas de dissocier les effets propres du 

fipronil de ceux de son métabolite puisque la biotransformation du fipronil en fipronil 

sulfone n'a pas pu être efficacement inhibée. Il est également à noter que les doses de 

fipronil utilisées chez le rat conduisaient à un niveau d'exposition bien supérieur à celui 

observé chez l'Homme lors d'une ingestion accidentelle de fipronil (Mohamed et al., 2004) 

ou dans le cadre d'une utilisation domestique ou professionnelle (AFSSA, 2005; Herin et al., 

2011). Enfin, il existe des différences interspécifiques en termes d'exposition au fipronil 

sulfone. En effet, la forte perturbation thyroïdienne observée chez le rat lors d'un 

traitement au fipronil est associée à une forte exposition au fipronil sulfone, alors que le 

mouton est beaucoup moins exposé au métabolite. 

Pour connaître le potentiel perturbateur thyroïdien du fipronil chez l'Homme, il est 

donc nécessaire de caractériser les différences interspécifiques de métabolisme des 

hormones thyroïdiennes et de biotransformation du fipronil pour déterminer quel modèle 

animal, entre le rat et le mouton, est le plus proche de l'Homme. Pour cela, nous avons 

choisi de développer un outil permettant de caractériser sur le plan quantitatif les effets 

du fipronil et/ou du fipronil sulfone sur le métabolisme hépatique des hormones 

thyroïdiennes tout en établissant une toxicologie comparative d'espèce de ces effets 

perturbateurs thyroïdiens. Cet outil consistait en l'établissement d'une courbe dose 

(fipronil, fipronil sulfone) - réponse (perturbation thyroïdienne) sur culture primaire 

d'hépatocytes de rat, de mouton et d'Homme. 
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B. Développement sur hépatocytes de rat: détermination des 

conditions de mise en culture pour étudier un effet perturbateur 

thyroïdien 

Les objectifs de cette partie étaient de déterminer sur hépatocytes de rat: 

1) si, comme in vivo, le fipronil était fortement et rapidement transformé en 

fipronil sulfone, 

2) s'il fallait traiter les hépatocytes avec de la T3 pour maintenir l'activité des 

enzymes hépatiques ou si la supplémentation du milieu de culture en T3 pouvait être 

évitée, 

3) si, comme in vivo, le fipronil et le fipronil sulfone étaient capables d'induire une 

augmentation de l'expression protéique des CYP3A, 

4) quelle dose de T4 et quels temps de prélèvements du milieu de culture après 

ajout de T4 permettaient d'observer une diminution des concentrations extracellulaires en 

T4 pendant suffisamment longtemps pour estimer une clairance de l'hormone et déterminer 

le potentiel perturbateur thyroïdien des différents traitements in vitro. 

1. Matériels et méthodes 

a. Préparation des solutions d'hormones thyroïdiennes 

Des solutions concentrées de T3 (2.3 mM, triiodothyronine, Sigma-Aldrich, Saint-

Quentin Fallavier, France) et de T4 (2.5 mM, L-thyroxine, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin 

Fallavier, France) ont été obtenues en dissolvant de la T3 ou de la T4 dans du DMSO. Les 

concentrations finales de T3 (23 nM) et de T4 (25 nM) dans le milieu de culture ont été 

obtenues par dilution au 1/100e des solutions concentrées dans du DMSO (obtention de 

solutions à 23 µM pour la T3 et à 25 µM pour la T4) puis au 1/1000e des solutions 

précédentes dans le milieu de culture utilisé pour traiter les hépatocytes. 

b. Préparation des solutions de fipronil et de fipronil sulfone 

Des solutions concentrées de fipronil et de fipronil sulfone (20 mM) ont été 

obtenues en dissolvant le fipronil ou le fipronil sulfone dans du DMSO. Les concentrations 

finales de fipronil et de fipronil sulfone (1, 2 et 4 µM) dans le milieu de culture ont été 

obtenues par dilution au 1/10e des solutions concentrées dans du DMSO (obtention de 

solutions à 2 mM) puis au 1/2000e (1 µM), au 1/1000e (2 µM) ou au 1/500e (4 µM) des 

solutions précédentes dans le milieu de culture utilisé pour traiter les hépatocytes. 
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c. Plan expérimental 

 

Figure 26: Plan expérimental mis en place afin d'établir les conditions de culture permettant 
d'étudier un effet perturbateur thyroïdien sur hépatocytes de rat. 

Des hépatocytes de rat cryopréservés ont été mis en culture à J0 dans du milieu 

William's E contenant 10% de sérum de veau fœtal comme décrit dans le chapitre 1. A J1, 

le milieu a été remplacé par du milieu William's E sans sérum de veau fœtal et les cellules 

ont été incubées avec du DMSO, du fipronil à 1, 2 ou 4 µM ou du fipronil sulfone à 1, 2 ou 4 

µM, et avec ou sans T3 à 23 nM. A J2, une partie des hépatocytes a été utilisée pour 

mesurer l'expression protéique des CYP3A par In Cell Western. Le milieu a été renouvelé 

dans les plaques 96-puits contenant les hépatocytes restant et les cellules ont été incubées 

avec du DMSO, du fipronil à 1, 2 ou 4 µM ou du fipronil sulfone à 1, 2 ou 4 µM, et avec de la 

T4 à 25 nM. Le milieu de culture a été prélevé dans ces plaques 1, 2, 4, 6, 8, 9.5 et 22h 

après ajout de T4 afin de mesurer les concentrations extracellulaires en T4 totale, fipronil 

et fipronil sulfone. Le pourcentage en DMSO dans le milieu de culture pour tous les 

traitements était de 0.5%. 

d. In Cell Western 

L'expression protéique du CYP3A a été déterminée pour les différents traitements 

par In Cell Western (Audebert et al., 2010). Les hépatocytes ont été mis en culture en 

plaques 96-puits dans les mêmes conditions que pour l'évaluation de la clairance de la T4 et 

ont été traités pendant 24h avec les différents traitements. Au bout de ces 24h, les 
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cellules ont été lavées avec du PBS (Phosphate Buffered Saline), fixées avec du 

paraformaldéhyde à 4% dans du PBS pendant 20 minutes à température ambiante, puis 

lavées à nouveau pendant 5 minutes avec du PBS. Le paraformaldéhyde a été neutralisé 

pendant 2 minutes avec du NH4Cl et les cellules ont été lavées avec du PBS pendant 5 

minutes. Les cellules ont été perméabilisées avec du Triton X-100 à 0.2% dans du PBS puis 

lavées avec un tampon PST (2% sérum de veau fœtal, 0.2% de Triton-X-100 dans du PBS). 

Les cellules ont ensuite été incubées avec un tampon de blocage (10% de sérum de veau 

fœtal, 2% de BSA, 0.2% de Triton dans du PBS) pendant 1h puis avec un premier anticorps 

primaire polyclonal de lapin anti-β-actine (Santa-Cruz Biotechnology Inc, Heidelberg, 

Germany) pendant 1h. Après une série de lavages avec du PST, les cellules ont été 

incubées avec un second anticorps primaire monoclonal de souris anti-CYP3A humain 

(Santa Cruz Biotechnology Inc, Heidelberg, Germany) également pendant 1h. Après une 

autre série de lavages, les cellules ont été incubées avec un mélange de deux anticorps 

secondaires de chèvre couplés à des fluorophores (IgG de chèvre anti-lapin 680 CW® et IgG 

de chèvre anti-souris 770 CW®, Biotium, Interchim, Montluçon, France) pendant 30 

minutes. Après une dernière série de lavages avec du PST, les plaques ont été conservées à 

sec à +4°C jusqu'à la quantification du signal par immunofluorescence infrarouge 

(Odyssey® infrared imaging system, Li-cor Biosciences, Les Ulis, France). 

L'intensité relative du signal pour chaque puits a été définie comme le rapport de 

l'intensité du signal pour le CYP3A sur l'intensité du signal pour la β-actine. La spécificité 

de l'anticorps primaire dirigé contre le CYP3A humain pour les CYP3A de rat avait déjà été 

vérifiée par Western blot. L'absence de réaction croisée entre les deux anticorps 

secondaires a été déterminée pour chaque plaque 96-puits de chaque espèce en omettant 

alternativement l'un ou l'autre des anticorps primaires. La spécificité des anticorps 

secondaires a été déterminée pour chaque plaque 96-puits de chaque espèce en vérifiant 

qu'il n'y avait aucun signal supérieur au bruit de fond en absence d'anticorps primaire. 

2. Résultats 

a. Biotransformation du fipronil en fipronil sulfone 

Vingt-deux heures après le renouvellement des traitements en fipronil ou en fipronil 

sulfone à J2, soit 46h après le début d'incubation des hépatocytes avec les différents 

traitements, le milieu extracellulaire contenait majoritairement du fipronil sulfone. En 

effet, lors de l'incubation des hépatocytes avec du fipronil (figure 27, exemple 

représentatif pour une incubation avec du fipronil à 2 µM), les concentrations 

extracellulaires en fipronil diminuaient rapidement jusqu'à atteindre des concentrations 

extracellulaires proches de la LOQ du dosage de 0.11 µM (50 ng/mL) dès 9.5h après le 
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début de l'incubation. Les concentrations extracellulaires en fipronil sulfone augmentaient 

quant à elles suggérant une biotransformation du fipronil en fipronil sulfone presque totale 

de façon similaire à ce qui a été observé in vivo chez le rat (Leghait et al., 2009; Roques 

et al., 2012). 

 

Figure 27: Evolution des concentrations extracellulaires moyennes en fipronil et en fipronil 
sulfone (± ET) après incubation d'hépatocytes de rat avec du fipronil à 2 µM. 
Les hépatocytes ont été traités avec du fipronil à 2 µM à J1 pendant 24h. Ensuite, les concentrations 
extracellulaires en fipronil (bleu) et en fipronil sulfone (orange) ont été mesurées dans le milieu 
extracellulaire collecté 1, 2, 4, 6, 8, 9.5 et 22h après le changement de milieu de culture 
permettant de renouveler le traitement à J2. Les valeurs indiquées au temps 0h correspondent aux 
concentrations en fipronil et en fipronil sulfone mesurées dans la dose administrée aux cellules à 
J2. Les concentrations moyennes ont été obtenues à partir des valeurs de deux puits distincts. 

b. Effet de la présence ou de l'absence de T3 sur l'expression protéique des 

CYP3A 

L'activité des enzymes hépatiques étant dépendante de l'apport en T3 in vivo (Liddle 

et al., 1998; Masmoudi et al., 1997), nous avons déterminé si l'absence de T3 dans le milieu 

de culture avait un impact sur l'expression protéique des CYP3A. Pour cela, nous avons 

déterminé par In Cell Western l'expression protéique des CYP3A dans le groupe solvant et 

le groupe fipronil à 2 µM en présence ou non de T3 dans le milieu de culture à J2, soit 24h 

après le début du traitement au solvant ou au fipronil à 2 µM. Conformément aux résultats 

obtenus in vivo (Roques et al., 2012), 24h de traitement au fipronil à 2 µM en présence de 

T3 induisait une augmentation de l'expression protéique des CYP3A. La privation en T3 du 

milieu de culture ne modifiait pas l'expression protéique des CYP3A basale dans le groupe 

solvant (DMSO) ni l'expression protéique des CYP3A induite dans le groupe fipronil à 2 µM 

(figure 28). 
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Figure 28: Effet de la présence ou de l'absence de T3 sur l'expression protéique des CYP3A. 
L'expression protéique moyenne des CYP3A (± ET) a été déterminée comme le rapport de l'intensité 
du signal du CYP3A sur l'intensité du signal de la β-actine. Elle a été mesurée à J2, soit 24h après le 
début des traitements, à partir des valeurs de deux à quatre puits distincts par In Cell Western. 

c. Effet d'un traitement au fipronil ou au fipronil sulfone sur l'expression 

protéique des CYP3A 

L'expression protéique des CYP3A a été mesurée dans des hépatocytes ayant été 

incubés en présence de T3 avec du solvant, du fipronil (1, 2 ou 4 µM), ou du fipronil sulfone 

(1, 2 ou 4 µM). Les puits correspondant au traitement avec du fipronil sulfone à 4 µM et 

deux des puits correspondant au traitement avec du fipronil à 2 µM renvoyaient un signal 

étonnamment faible voir inexistant (figure 29), suggérant un oubli de marquage des 

cellules de ces puits avec les anticorps secondaires. 

 

Figure 29: Effet d'un traitement au fipronil ou au fipronil sulfone sur l'expression protéique des 
CYP3A dans des hépatocytes de rat en présence de T3. 
L'expression protéique moyenne des CYP3A (± ET) a été déterminée comme le rapport de l'intensité 
du signal du CYP3A sur l'intensité du signal de la β-actine. Elle a été mesurée à J2, soit 24h après le 
début des traitements au solvant (vert), au fipronil (1 à 4 µM, bleu) et au fipronil sulfone (1 et 2 µM, 
orange) à partir des valeurs de deux à quatre puits distincts par In Cell Western. Significativement 
différent du groupe solvant: **p<0.01. 
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L'expression protéique des CYP3A était significativement différente entre les 

hépatocytes de rat traités au solvant et ceux traités au fipronil ou au fipronil sulfone, 

quelle que soit la dose utilisée (p<0.01). Aucun effet de la dose ou du traitement n'a été 

identifié pour les groupes traités au fipronil et au fipronil sulfone. Nous n'avons donc pas 

été en mesure d'établir un effet dose (fipronil ou fipronil sulfone) - réponse (expression des 

CYP3A). 

d. Effet perturbateur thyroïdien d'un traitement au fipronil ou au fipronil 

sulfone 

Les concentrations en T4 étaient stables au cours du temps et de l'ordre des 

concentrations nominales dans des puits ne contenant pas d'hépatocytes. Les 

concentrations extracellulaires en T4 dans les puits contenant les hépatocytes diminuaient 

rapidement jusqu'à atteindre des valeurs détectables mais inférieures à la LOQ du dosage 

de 5.28 nM (4.1 ng/mL) dès 9.5h après l'ajout de T4 dans le milieu de culture (figure 30, 

exemple représentatif pour des cellules traitées au solvant, au fipronil à 2 µM ou au 

fipronil sulfone à 2 µM). 

 

Figure 30: Evolution des concentrations extracellulaires moyennes en T4 (± ET) après incubation 
d'hépatocytes de rat avec du solvant, du fipronil à 2 µM ou du fipronil sulfone à 2 µM. 
Les hépatocytes ont été traités avec du solvant, du fipronil à 2 µM ou du fipronil sulfone à 2 µM à J1 
pendant 24h. Ensuite, les concentrations extracellulaires en T4 ont été mesurées dans le milieu 
extracellulaire collecté 1, 2, 4, 6, 8, 9.5 et 22h après incubation avec du solvant (vert), du fipronil à 
2 µM (bleu) ou du fipronil sulfone à 2 µM (orange) à J2. La valeur indiquée au temps 0h correspond à 
la concentration en T4 théorique dans la dose administrée aux cellules à J2. Les concentrations 
moyennes ont été obtenues à partir des valeurs de trois puits distincts. 

L'inspection visuelle des courbes suggérait que l'élimination de la T4 suivait un 

processus biphasique, l'élimination étant plus rapide entre le début de la cinétique et 
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9.5h, puis plus lente entre 9.5h et 22h après l'ajout de T4 dans le milieu de culture. 

L'ajustement des données devrait donc se faire selon un modèle bicompartimental. 

Cependant, compte-tenu du trop faible nombre de points pour estimer la phase terminale 

et de leur concentration qui n'était pas quantifiable précisément, nous n'avons pas pu 

déterminer une clairance de T4 fiable pour les différents traitements. 

3. Conclusions 

La biotransformation du fipronil en fipronil sulfone par les hépatocytes de rat était 

rapide et quasi totale lors d'un traitement des hépatocytes avec du fipronil à des doses 

conduisant à des concentrations du même ordre de grandeur que celles retrouvées in vivo 

dans nos études (environ 1500 ng/mL soit 3.4 µM). Ceci était cohérent avec une induction 

des CYP3A lors d'un traitement au fipronil. De plus, un traitement des hépatocytes de rat 

au fipronil sulfone permettait de reproduire l'induction des CYP3A observée lors d'un 

traitement au fipronil, comme c'était le cas in vivo (Roques et al., 2012). Cependant, nous 

n'avons pas été en mesure d'établir une courbe dose (fipronil ou fipronil sulfone) - réponse 

(expression protéique des CYP3A) dans cette expérimentation, ce qui suggère que l'effet 

maximal des traitements était déjà atteint pour les concentrations les plus faibles (1 µM). 

Nous avons donc choisi pour l'expérimentation suivante de traiter les hépatocytes avec des 

doses de fipronil et de fipronil sulfone plus faibles. 

Pour ce qui est de l'étude de l'effet perturbateur thyroïdien des différents 

traitements, nous n'avons pas été en mesure d'estimer de clairance de la T4, les 

concentrations en T4 étant trop rapidement sous la limite de quantification du dosage. 

Nous avons donc choisi pour l'expérimentation suivante d'augmenter la dose de T4 tout en 

restant dans des concentrations de l'ordre des concentrations physiologiques chez le rat. 

Enfin, pour comparer les effets perturbateurs thyroïdiens du fipronil et du fipronil 

sulfone, il était nécessaire d'être capable d'inhiber la biotransformation du fipronil en 

fipronil sulfone, ce qui n'a pas pu être fait in vivo chez le rat (chapitre 2). Pour cela, dans 

l'expérimentation suivante, nous avons à nouveau tenté d'inhiber l'activité des CYP avec du 

piperonyl butoxide. 
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C. Développement sur hépatocytes de rat: effets de l'inhibition de la 

biotransformation du fipronil en fipronil sulfone sur la 

perturbation thyroïdienne 

Les objectifs de cette partie étaient de déterminer sur hépatocytes de rat: 

1) si, contrairement à ce qui est observé in vivo, le piperonyl butoxide permettait 

au moins partiellement d'inhiber la biotransformation du fipronil en fipronil sulfone, 

2) si une augmentation de la dose de T4 et des temps de prélèvement du milieu de 

culture différents permettaient d'estimer une clairance de la T4 pour les différents 

traitements et si une courbe dose (fipronil, fipronil sulfone) - réponse (clairance de la T4) 

pouvait alors être établie. 

1. Matériels et méthodes 

a. Préparation des solutions d'hormones thyroïdiennes 

Des solutions concentrées de T3 (2.3 mM, triiodothyronine, Sigma-Aldrich, Saint-

Quentin Fallavier, France) et de T4 (5 mM, L-thyroxine, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin 

Fallavier, France) ont été obtenues en dissolvant de la T3 ou de la T4 dans du DMSO. Les 

concentrations finales de T3 (23 nM) et de T4 (50 nM) dans le milieu de culture ont été 

obtenues par dilution au 1/100e des solutions concentrées dans du DMSO (obtention de 

solutions à 23 µM pour la T3 et à 50 µM pour la T4) puis au 1/1000e des solutions 

précédentes dans le milieu de culture utilisé pour traiter les hépatocytes. 

b. Préparation des solutions de fipronil, de fipronil sulfone et de piperonyl 

butoxide 

Des solutions concentrées de fipronil et de fipronil sulfone (5 mM) ont été obtenues 

en dissolvant le fipronil ou le fipronil sulfone dans du DMSO. Les concentrations finales de 

fipronil et de fipronil sulfone (0.05, 0.1, 0.5, 1, 2.5 et 5 µM) dans le milieu de culture ont 

été obtenues par dilution sériée des solutions concentrées dans du DMSO (obtention de 

solutions à 500 µM, 250 µM, 100 µM, 50 µM, 10 µM et 5 µM) puis au 1/100e des solutions 

précédentes dans le milieu de culture utilisé pour traiter les hépatocytes. 

Une solution concentrée de piperonyl butoxide (50 mM, Sigma-Aldrich, Saint-

Quentin Fallavier, France) a été obtenue en dissolvant du piperonyl butoxide dans du 

DMSO. La concentration finale de piperonyl butoxide (50 µM) dans le milieu de culture a 

été obtenue par dilution de la solution concentrée directement dans le milieu de culture 

utilisé pour traiter les hépatocytes. 
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c. Plan expérimental 

 

Figure 31: Plan expérimental mis en place pour évaluer les effets d'une inhibition de la 
biotransformation du fipronil en fipronil sulfone par le piperonyl butoxide. 

Des hépatocytes de rat cryopréservés ont été mis en culture à J0 dans du milieu 

William's E contenant 10% de sérum de veau fœtal comme décrit dans le chapitre 1. A J1, 

le milieu a été remplacé par du milieu William's E sans sérum de veau fœtal et les cellules 

ont été incubées avec du DMSO, du DMSO + piperonyl butoxide à 50 µM, du fipronil à 0.05, 

0.1, 0.5, 1, 2.5, ou 5 µM, du fipronil à 0.05, 0.1, 0.5, 1, 2.5 ou 5 µM et du piperonyl 

butoxide à 50 µM, ou du fipronil sulfone à 0.05, 0.1, 0.5, 1, 2.5 ou 5 µM, et avec de la T3 à 

23 nM. A J2, une partie des hépatocytes a été utilisée pour mesurer l'expression protéique 

des CYP3A par In Cell Western. Le milieu a été renouvelé dans les plaques 96-puits 

contenant les hépatocytes restant et les cellules ont été incubées avec du DMSO, du DMSO 

+ piperonyl butoxide à 50 µM, du fipronil à 0.05, 0.1, 0.5, 1, 2.5, ou 5 µM, du fipronil à 

0.05, 0.1, 0.5, 1, 2.5 ou 5 µM et du piperonyl butoxide à 50 µM, ou du fipronil sulfone à 

0.05, 0.1, 0.5, 1, 2.5 ou 5 µM, et avec de la T4 à 50 nM. Le milieu de culture a été prélevé 

dans ces plaques au moment du changement de milieu et 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8 et 24h après 

ajout de T4 afin de mesurer les concentrations extracellulaires en T4 totale, fipronil et 

fipronil sulfone. Le pourcentage en DMSO dans le milieu de culture pour tous les 

traitements était de 1.2%. 
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2. Résultats 

a. Biotransformation du fipronil en fipronil sulfone 

Les concentrations extracellulaires en fipronil et en fipronil sulfone ont été 

déterminées après le changement de milieu de culture à J2, soit après les premières 24h 

d'incubation des hépatocytes avec du fipronil, du fipronil et du piperonyl butoxide, ou du 

fipronil sulfone (figure 32, exemple représentatif pour des hépatocytes traités au fipronil à 

2.5 µM, au fipronil à 2.5 µM et au piperonyl butoxide à 50 µM, ou au fipronil sulfone à 2.5 

µM). 

 

Figure 32: Evolution des concentrations extracellulaires moyennes en fipronil et en fipronil 
sulfone après incubation d'hépatocytes de rat avec du fipronil à 2.5 µM avec ou sans piperonyl 
butoxide, ou du fipronil sulfone à 2.5 µM. 
Les hépatocytes ont été incubés avec les différents traitements à J1 pendant 24h. Ensuite, les 
concentrations extracellulaires en fipronil (graphique du haut) et en fipronil sulfone (graphique du 
bas) ont été mesurées dans le milieu extracellulaire collecté 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8 et 24h après le 
changement de milieu de culture à J2. Les hépatocytes étaient traités à J1 et à J2 avec du fipronil à 
2.5 µM (bleu), du fipronil à 2.5 µM et du piperonyl butoxide à 50 µM (marron) ou du fipronil sulfone 
à 2.5 µM (orange). Les concentrations extracellulaires ont été mesurées dans un seul puits par 
temps et par traitement. 
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Lors d'un traitement au fipronil, les concentrations extracellulaires en fipronil 

augmentaient entre 0.25 et 0.5h puis diminuaient jusqu'à se rapprocher de la LOQ du 

dosage 24h après le début du traitement. Les concentrations extracellulaires en fipronil 

sulfone augmentaient quand à elles progressivement jusqu'à atteindre environ 25% de la 

dose administrée 24h après le début du traitement au fipronil. Lors d'un traitement au 

fipronil sulfone, les concentrations extracellulaires en fipronil sulfone augmentaient 

également entre 0.25 et 0.5h puis diminuaient jusqu'à atteindre un état d'équilibre 4h 

après le début du traitement. Le traitement des hépatocytes au fipronil ou au fipronil 

sulfone permettait donc, comme in vivo (Roques et al., 2012), d'obtenir une exposition 

similaire et majoritaire au fipronil sulfone après 48h de traitement. 

Lors d'un traitement au fipronil et au piperonyl butoxide, la phase terminale de la 

cinétique d'élimination du fipronil semblait fortement atténuée par rapport à celle 

observée lors du traitement des hépatocytes au fipronil seul. En effet, les concentrations 

extracellulaires en fipronil ne diminuaient plus dès 8h après le début du traitement. La 

biotransformation du fipronil en fipronil sulfone semblait donc efficacement réduite par un 

traitement au piperonyl butoxide des hépatocytes de rat. Ceci est confirmé par des 

concentrations extracellulaires en fipronil sulfone plus faibles lors d'un traitement au 

fipronil et au piperonyl butoxide que lors d'un traitement au fipronil seul. Nous avons donc 

réussi à obtenir in vitro un modèle permettant d'exposer les hépatocytes majoritairement 

au fipronil et très faiblement au fipronil sulfone. Enfin, nous n'avons pas retrouvé 100% de 

la dose administrée aux hépatocytes dans le milieu extracellulaire, notamment lors du 

traitement au fipronil sulfone, suggérant la présence de fipronil et/ou de fipronil sulfone 

dans le milieu intracellulaire. 

b. Effet perturbateur thyroïdien des différents traitements 

Les concentrations extracellulaires en T4 augmentaient entre 0.25 et 0.5h jusqu'à 

atteindre 70 à 90% de la dose. Cela suggérait qu'un délai était nécessaire pour équilibrer 

les concentrations entre le milieu extracellulaire et le milieu intracellulaire. Les 

concentrations extracellulaires en T4 diminuaient ensuite pendant tout le reste de la 

cinétique sans atteindre des valeurs inférieures à la LOQ du dosage (figure 33, exemple 

représentatif pour des cellules traitées au solvant, au solvant et au piperonyl butoxide, au 

fipronil à 2.5 µM, au fipronil à 2.5 µM et au piperonyl butoxide, ou au fipronil sulfone à 2.5 

µM). 
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Figure 33: Evolution des concentrations extracellulaires moyennes en T4 (± ET) après incubation 
d'hépatocytes de rat avec du solvant ± piperonyl butoxide, du fipronil à 2.5 µM ± piperonyl 
butoxide, ou du fipronil sulfone à 2.5 µM. 
Les hépatocytes ont été incubés avec les différents traitements à J1 pendant 24h. Ensuite, les 
concentrations extracellulaires en T4 ont été mesurées dans le milieu extracellulaire collecté 0.25, 
0.5, 1, 2, 4, 8 et 24h après incubation avec du solvant (vert), du solvant et du piperonyl butoxide 50 
µM (violet), du fipronil à 2.5 µM (bleu), du fipronil à 2.5 µM et du piperonyl butoxide à 50 µM 
(marron) ou du fipronil sulfone à 2.5 µM (orange) à J2. Les concentrations moyennes ont été 
obtenues à partir des valeurs de trois puits distincts. 

La clairance de la T4 a été estimée pour chaque traitement à partir de ces données 

(figure 34). La clairance de la T4 était diminuée lors du traitement des hépatocytes au 

solvant + piperonyl butoxide, suggérant un effet inhibiteur propre du piperonyl butoxide 

sur la clairance de la thyroxine. Pour comparer les effets d'un traitement au fipronil seul, 

d'un traitement au fipronil sulfone et d'un traitement au fipronil + piperonyl butoxide, nous 

avons donc choisi d'exprimer la clairance de la T4 en pourcentage du solvant correspondant 

soit la clairance pour les traitements fipronil et fipronil sulfone en fonction de celle du 

solvant, et la clairance pour le traitement fipronil + piperonyl butoxide en fonction de 

celle du solvant + piperonyl butoxide. Aucune relation dose-réponse claire n'a pu être 

observée concernant les effets des différents traitements sur la clairance de la T4. 

L'évolution des clairances relatives en fonction de la dose administrée aux hépatocytes 

semblait similaire que les cellules soient traitées au fipronil, au fipronil et au piperonyl 

butoxide, ou au fipronil sulfone seul. En effet, quel que soit le traitement, ces clairances 

relatives montraient des profils fluctuants entre 0.1 et 1 µM pour atteindre une valeur 

maximale à 1 µM de l'ordre de 150 à 200% de la valeur de la clairance pour le groupe 

contrôle correspondant (solvant ou solvant + piperonyl butoxide). De façon surprenante à 5 
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µM, soit un tiers de l'IC50 du fipronil sulfone sur hépatocytes humains, les clairances 

diminuaient. A 1 µM, l'effet le plus important sur la clairance relative de la T4 a été 

observé avec le traitement au fipronil et piperonyl butoxide, suggérant que le fipronil est 

plus efficace que le fipronil sulfone pour induire le catabolisme des hormones 

thyroïdiennes chez le rat. Toutefois, ce résultat reste à confirmer dans de meilleures 

conditions de culture. En outre, l'aspect de la relation dose-réponse ne permettait en 

aucun cas d'établir la puissance relative des deux molécules sur la clairance de la T4. Les 

conditions expérimentales doivent donc être optimisées si l'on veut discriminer les effets 

propres du fipronil et de son métabolite et déterminer la puissance relative des deux 

molécules. 

 

Figure 34: Clairance de la T4 après le traitement d'hépatocytes de rat avec du solvant ± 
piperonyl butoxide, du fipronil ± piperonyl butoxide, ou du fipronil sulfone. 
La clairance de la T4 a été estimée à l'aide d'un modèle bicompartimental correspondant à 
l'administration d'un bolus iv de T4 pour un traitement des hépatocytes de rat avec du solvant (vert), 
du solvant et du piperonyl butoxide 50 µM (violet), du fipronil (0.01 à 5 µM, bleu), du fipronil (0.01 
à 5 µM) et du piperonyl butoxide 50 µM (marron) ou du fipronil sulfone (0.01 à 5 µM, orange). Le 
graphique à gauche représente la clairance de la T4 en fonction du traitement. Les lignes en 
pointillés rappellent les clairances pour le groupe solvant (vert) et le groupe solvant et piperonyl 
butoxide (violet). Le graphique à droite représente la clairance de la T4 pour les différentes doses 
de fipronil ou de fipronil sulfone exprimée en pourcentage de celle du groupe solvant pour les 
hépatocytes traités au fipronil ou au fipronil sulfone, et en pourcentage de celle du groupe solvant 
et piperonyl butoxide pour les hépatocytes traités au fipronil et au piperonyl butoxide. 

3. Conclusions 

Un traitement au fipronil et au fipronil sulfone des hépatocytes de rat conduisait, 

comme in vivo (Roques et al., 2012), à une exposition au fipronil sulfone similaire et 

majoritaire. De plus, contrairement à ce que l'on a vu in vivo (chapitre 2), le traitement 

des hépatocytes au piperonyl butoxide conjointement au traitement au fipronil permettait 

d'inhiber suffisamment la biotransformation du fipronil en fipronil sulfone pour exposer les 

hépatocytes majoritairement au fipronil. Ce modèle cellulaire permettrait donc de 
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déterminer l'effet propre du fipronil sur la perturbation thyroïdienne. Cependant, afin de 

mieux caractériser l'exposition des hépatocytes au fipronil et au fipronil sulfone, nous 

avons souhaité dans l'expérimentation suivante déterminer les concentrations en fipronil et 

en fipronil sulfone dans le milieu intracellulaire car nous n'avons pas retrouvé 100% de la 

dose administrée dans le milieu extracellulaire. 

De plus, les concentrations extracellulaires dans le milieu de culture augmentaient 

entre 0.25 et 0.5h pour le fipronil et le fipronil sulfone comme pour la T4 avant de 

diminuer jusqu'à la fin de la cinétique. Ceci peut être dû à un délai nécessaire pour 

équilibrer les concentrations entre le milieu extracellulaire et le milieu intracellulaire. 

Dans l'expérimentation suivante, le premier point des cinétiques ne sera alors effectué 

qu'1h après le début des traitements pour s'affranchir de cette phase. 

Nous avons été en mesure de déterminer la clairance de la T4 en fonction des 

différents traitements. Les cultures primaires d'hépatocytes semblaient donc être un 

modèle acceptable pour l'étude de l'effet perturbateur thyroïdien du fipronil et/ou de son 

métabolite. Cependant, aucun effet dose-réponse n'a été clairement observé. Ceci peut 

être dû à une mauvaise estimation de la clairance de la T4 compte-tenu du faible nombre 

de points sur la phase terminale de la cinétique. Les temps de prélèvements du milieu de 

culture seront alors modifiés dans la prochaine expérimentation. Cette étude suggérait 

tout de même que le fipronil pouvait avoir un effet perturbateur thyroïdien propre et 

similaire voire supérieur à celui du fipronil sulfone. De plus, le piperonyl butoxide avait un 

effet inhibiteur sur la clairance de la T4. Ceci invalide l'approche utilisant du piperonyl 

butoxide et nous n'utiliserons donc pas cette inhibiteur de la biotransformation du fipronil 

en fipronil sulfone dans l'expérimentation suivante, mais cela soulève des perspectives 

intéressantes en ce qui concerne l'exploration du métabolisme des hormones 

thyroïdiennes. 

Enfin, la mesure de l'expression des cytochromes P450 par In Cell Western effectuée 

dans cette expérimentation n'a pas été présentée ici du fait de la mauvaise qualité des 

données probablement due à de mauvaises conditions de transport des plaques entre l'INRA 

de Sophia-Antipolis et l'ENVT. 
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D. Différences interspécifiques dans la perturbation thyroïdienne 

induite par un traitement au fipronil ou au fipronil sulfone 

Les objectifs de cette partie étaient de déterminer: 

1) si les différentes doses en fipronil et en fipronil sulfone utilisées, conduisant à 

des concentrations similaires à celles observées in vivo chez le rat, le mouton ou l'Homme, 

ne présentaient pas d'effet cytotoxique, 

 2) si on pouvait reproduire in vitro les différences interspécifiques en termes de 

métabolisation du fipronil en fipronil sulfone observées chez le rat et le mouton in vivo, et 

déterminer la capacité de biotransformation du fipronil chez l'Homme, 

 3) si on observait une courbe dose (fipronil, fipronil sulfone) - réponse (clairance de 

la T4) chez les trois espèces et quelles étaient les différences interspécifiques en termes 

de potentiel perturbateur thyroïdien d'un traitement au fipronil. 

1. Matériels et méthodes 

a. Préparation de la solution de thyroxine 

Une solution concentrée de T4 (5 mM, L-thyroxine, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin 

Fallavier, France) a été obtenue en dissolvant de la T4 dans du DMSO. La concentration 

finale de T4 (50 nM) dans le milieu de culture a été obtenue par dilution au 1/100e de la 

solution concentrée dans du DMSO (obtention d'une solution à 50 µM) puis au 1/1000e de la 

solution précédente dans le milieu de culture utilisé pour traiter les hépatocytes. 

b. Préparation des solutions de fipronil et de fipronil sulfone 

Des solutions concentrées de fipronil et de fipronil sulfone (4 mM) ont été obtenues 

en dissolvant le fipronil ou le fipronil sulfone dans du DMSO. Les concentrations finales de 

fipronil et de fipronil sulfone (0.1, 0.5, 1, 2 et 4 µM) dans le milieu de culture ont été 

obtenues par dilution sériée des solutions concentrées dans du DMSO (obtention de 

solutions à 400 µM, 200 µM, 100 µM, 50 µM et 10 µM) puis au 1/100e des solutions 

précédentes dans le milieu de culture utilisé pour traiter les hépatocytes. Une 

concentration finale supplémentaire en fipronil (40 µM) a été obtenue en diluant 

directement la solution concentrée dans le milieu de culture utilisé pour traiter les 

hépatocytes. 
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c. Plan expérimental 

 

Figure 35: Plan expérimental mis en place pour évaluer les différences interspécifiques dans la 
perturbation thyroïdienne induite par un traitement au fipronil ou au fipronil sulfone. 

Des hépatocytes de rat, de mouton et d'Homme ont été mis en culture à J0 dans du 

milieu William's E contenant 10% de sérum de veau fœtal comme décrit dans le chapitre 1. 

A J1, le milieu a été remplacé par du milieu William's E sans sérum de veau fœtal et les 

cellules ont été incubées avec du DMSO, du fipronil à 0.1, 0.5, 1, 2, 4 ou 40 µM ou du 

fipronil sulfone à 0.1, 0.5, 1, 2 ou 4 µM. A J2, une partie des hépatocytes de chaque 

espèce a été utilisée pour mesurer l'expression protéique des CYP3A par In Cell Western, 

les concentrations extracellulaires en fipronil et en fipronil sulfone et la cytotoxicité des 

traitements (test au MTT). Le milieu a été renouvelé dans les plaques 96-puits contenant 

une autre partie des hépatocytes de chaque espèce et les cellules ont été incubées avec 

du DMSO, du fipronil à 0.1, 0.5, 1, 2, 4 ou 40 µM ou du fipronil sulfone à 0.1, 0.5, 1, 2 ou 4 

µM, et avec de la T4 à 50 nM. Le milieu de culture a été prélevé dans ces plaques au 

moment du changement de milieu et 1, 2, 4, 6, 8, 12, 19 et 24h après ajout de T4 afin de 

mesurer les concentrations extracellulaires en T4 totale et les concentrations 

extracellulaires et intracellulaires en fipronil et en fipronil sulfone (prélèvement à 12h). A 

J3, le reste des hépatocytes de chaque espèce a été utilisé pour déterminer les 

concentrations extracellulaires en fipronil et en fipronil sulfone et la cytotoxicité des 
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traitements (test au MTT). Le pourcentage de DMSO dans le milieu de culture pour tous les 

traitements était de 1%. 

d. Test de cytotoxicité 

La viabilité des cellules au cours de l'expérimentation a été déterminée par un 

dosage par spectrophotométrie basé sur la capacité des cellules vivantes et non des 

cellules mortes à réduire le 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide 

(MTT) pour former des cristaux de formazan de couleur bleue foncée (Mossmann, 1983). 

Les cellules ont été mises en culture dans une plaque 96-puits dans les mêmes conditions 

que pour l'évaluation de la clairance de la T4. Le test de cytotoxicité a été effectué 24h 

après l'incubation avec les différents traitements à J1 et 24h après l'incubation avec les 

différents traitements et la T4 à J2. Pour effectuer ce test, 10 µL de MTT ont été ajoutés 

aux 100 µL de milieu de culture présents dans les puits et les cellules ont été remises à 

incuber pendant 4h. Cent µL de tampon de solubilisation du MTT ont été ajoutés à chaque 

puits afin de dissoudre les cristaux de formazan. L'absorbance a ensuite été mesurée à 690 

nm (longueur d'onde de référence) et à 570 nm (longueur d'onde de dosage) et la valeur 

d'absorbance à 690 nm a été soustraite à la valeur d'absorbance à 590 nm pour déterminer 

la viabilité des hépatocytes. 

2. Résultats 

a. Cytotoxicité des différents traitements 

Pour toutes les espèces, le traitement au fipronil à 40 µM (témoin positif de 

cytotoxicité) était significativement plus cytotoxique que le traitement au solvant et ce 

dès les premières 24h de traitement, ce qui confirme le potentiel cytotoxique du fipronil 

dès 30 µM (figure 36). Chez le rat, seulement 12% des hépatocytes étaient viables lors du 

traitement au fipronil à 40 µM, et ce après 24h comme après 48h de traitement. Ce 

traitement semblait aussi cytotoxique chez l'Homme car respectivement 13 et 15% des 

hépatocytes étaient viables à 24 et 48h. Il semblait moins cytotoxique chez le mouton où 

respectivement 57% et 20% des hépatocytes étaient viables à 24 et 48h. 

Pour toutes les espèces, les traitements au fipronil et au fipronil sulfone, quelle 

que soit la dose, n'étaient pas plus cytotoxiques que le traitement au solvant, et ce après 

24h de traitement ou après 48h de traitement dont 24h en présence de T4. Il n'y a eu aucun 

effet jour pour les hépatocytes de rat et d'Homme alors que les valeurs du test au MTT 

étaient significativement plus faibles à J3 qu'à J2 pour les hépatocytes de mouton 

(p=0.04). Cela pourrait être dû à un effet de la T4 ou à un nombre de cellules plus faible 

dans la plaque utilisée pour le test à J3 que pour celle utilisée à J2. Enfin, les valeurs du 
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test au MTT pour les hépatocytes humains étaient plus faibles que celles observées pour 

les hépatocytes de rat ou de mouton probablement à cause d'un nombre de cellules par 

puits plus faible. 

 

Figure 36: Effet d'un traitement au fipronil ou au fipronil sulfone sur la viabilité des 
hépatocytes de rat, de mouton et d'Homme. 
La viabilité des hépatocytes a été déterminée à l'aide du test au MTT à J2, soit après 24h de 
traitement des hépatocytes, et à J3, soit 24h après le renouvellement des traitements et l'ajout de 
T4. Elle a été mesurée à partir des valeurs de trois puits distincts pour chaque traitement, chaque 
espèce et chaque jour de test. Significativement différent du groupe solvant pour le même jour de 
test et la même espèce: **p<0.01. 

b. Biotransformation du fipronil en fipronil sulfone 

Pour toutes les espèces, et ce après 24h ou 48h de traitement, les hépatocytes 

n'étaient exposés qu'au fipronil sulfone lors d'un traitement au fipronil sulfone, et au 

fipronil et au fipronil sulfone lors d'un traitement au fipronil (figure 37). 
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Figure 37: Evolution des concentrations extracellulaires moyennes en fipronil et en fipronil 
sulfone (± ET) après incubation d'hépatocytes de rat, de mouton et d'Homme avec différentes 
doses de fipronil ou de fipronil sulfone à J2 et à J3. 
Les concentrations extracellulaires en fipronil (bleu) et en fipronil sulfone (orange) ont été 
mesurées dans le milieu extracellulaire collecté à J2, soit après 24h de traitement des hépatocytes, 
et à J3, soit 24h après le renouvellement des traitements et l'ajout de T4. Les concentrations 
moyennes ont été obtenues à partir des valeurs de trois puits distincts pour chaque traitement, 
chaque espèce et chaque jour de traitement. 

Chez le rat, les hépatocytes traités au fipronil étaient exposés au fipronil et au 

fipronil sulfone à des concentrations similaires après 24h de traitement, puis 

majoritairement au fipronil sulfone après 48h de traitement. Ceci suggérait une 

augmentation du taux de biotransformation du fipronil en fipronil sulfone au cours du 

temps, ce qui est cohérent avec les données obtenues in vivo qui montraient une 

augmentation de la formation de fipronil sulfone au cours du temps associée à une 

induction des CYP3A par le fipronil mais aussi par son métabolite (Roques et al., 2012). 
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Chez le mouton, après 24h comme après 48h de traitement au fipronil, les hépatocytes 

étaient exposés à des concentrations similaires en fipronil et en fipronil sulfone. On 

retrouve donc bien les différences interspécifiques en termes de métabolisation du fipronil 

en fipronil sulfone observées in vivo chez le rat et le mouton (Leghait et al., 2009; Leghait 

et al., 2010). Chez l'Homme, les hépatocytes traités au fipronil étaient majoritairement 

exposés au fipronil et très peu au fipronil sulfone. Compte tenu du test au MTT qui 

suggérait que le nombre de cellule par puits était très faible pour cette espèce et compte 

tenu des résultats de l'In Cell Western qui montraient que l'expression des CYP3A était très 

difficilement quantifiable (données non présentées), il semblait probable que ce défaut de 

métabolisation du fipronil en fipronil sulfone n'ait pas été lié à une particularité d'espèce 

mais plutôt à de mauvaises conditions de mise en culture des hépatocytes humains. 

Pour compléter ces données, nous avons déterminé les concentrations 

intracellulaires en fipronil et en fipronil sulfone car nous ne retrouvions pas 100% de la 

dose administrée dans le milieu extracellulaire à 24 comme à 48h de traitement. Ces 

concentrations intracellulaires ont été déterminées après 36h de traitement et comparées 

avec les concentrations extracellulaires mesurées au même temps (figure 38). 

Pour les hépatocytes humains, le fipronil lors d'un traitement au fipronil et le 

fipronil sulfone lors d'un traitement au fipronil sulfone étaient essentiellement retrouvés 

dans le milieu extracellulaire. La capacité de capture du fipronil et du fipronil sulfone a 

l'intérieur des cellules était donc faible chez l'Homme, ce qui expliquait le faible taux de 

métabolisation du fipronil en fipronil sulfone par les cytochromes P450 intracellulaires. 

Cependant, nous n'étions pas en mesure de déterminer si cette faible pénétration du 

fipronil et du fipronil sulfone dans les hépatocytes humains était liée à une particularité 

d'espèce ou à de mauvaises conditions de mise en culture des hépatocytes. Pour les 

hépatocytes de rat et de mouton, les concentrations en fipronil ou en fipronil sulfone après 

un traitement au fipronil ou au fipronil sulfone sont globalement en équilibre entre le 

milieu intracellulaire et le milieu extracellulaire. Lors d'un traitement au fipronil à la 

même dose, les concentrations intracellulaires en fipronil et en fipronil sulfone semblaient 

plus hautes chez le rat que chez le mouton (respectivement pour le rat et le mouton 0.75 ± 

0.02 µM et 0.52 ± 0.03 µM pour le fipronil et, 0.73 ± 0.03 µM et 0.39 ± 0.12 µM pour le 

fipronil sulfone, pour une incubation avec du fipronil à 4 µM). Il se pourrait donc que la 

différence interspécifique de métabolisation du fipronil en fipronil sulfone entre le rat et 

le mouton dépende d'une différence de capacité des CYP à métaboliser le fipronil mais 

aussi d'une différence de capacité de capture du fipronil dans les cellules. 
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Figure 38: Evolution des concentrations extracellulaires et intracellulaires moyennes en fipronil 
et en fipronil sulfone (± ET) après incubation d'hépatocytes de rat, de mouton et d'Homme avec 
différentes doses de fipronil ou de fipronil sulfone. 
Les concentrations extracellulaires et intracellulaires en fipronil (bleu) et en fipronil sulfone 
(orange) ont été mesurées dans le milieu extracellulaire collecté au temps 12h de la cinétique de 
T4, soit 12h après le renouvellement des traitements et l'ajout de T4. Les concentrations moyennes 
ont été obtenues à partir des valeurs de trois puits distincts pour chaque traitement et chaque 
espèce. 
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c. Effet perturbateur thyroïdien d'un traitement au fipronil ou au fipronil 

sulfone chez les différentes espèces 

Les concentrations extracellulaires en T4 étaient assez stables au cours du temps 

pour les hépatocytes humains, suggérant que la capacité de métabolisation de la T4 de ces 

hépatocytes était anormalement réduite et/ou que la durée de la cinétique n'était pas 

suffisante pour observer la phase de décroissance de la T4 dans le milieu extracellulaire 

(figure 39, exemple représentatif pour des hépatocytes de rat, de mouton et d'Homme 

traités au solvant, au fipronil à 0.1 ou 4 µM, ou au fipronil sulfone à 0.1 ou 4 µM). 

 

Figure 39: Evolution des concentrations extracellulaires moyennes en T4 (± ET) après incubation 
d'hépatocytes de rat, de mouton et d'Homme avec du solvant, du fipronil à 0.1 ou 4 µM, ou du 
fipronil sulfone à 0.1 ou 4 µM. 
Les hépatocytes ont été incubés avec les différentes traitement à J1 pendant 24h. Ensuite, les 
concentrations extracellulaires en T4 ont été mesurées dans le milieu extracellulaire collecté lors du 
changement de milieu et 1, 2, 4, 6, 8, 12, 19 et 24h après incubation des hépatocytes avec du 
solvant (vert), du fipronil à 0.1 ou 4 µM (bleu clair ou bleu foncé, graphiques de gauche), ou du 
fipronil sulfone à 0.1 ou 4 µM (orange clair ou orange foncé, graphiques de droite) à J2. Les 
concentrations moyennes ont été obtenues à partir des valeurs de trois puits distincts. 
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Les concentrations extracellulaires en T4 diminuaient plus rapidement pour les 

hépatocytes de rat et de mouton, mais n'atteignaient des valeurs proches de la LOQ du 

dosage que pour les hépatocytes de mouton. La différence entre les deux espèces pourrait 

être due à une métabolisation de la T4 différente. Cependant, ces résultats ne sont pas 

cohérents avec les données obtenues in vivo qui montraient une clairance plus importante 

de la T4 chez le rat que chez le mouton, suggérant éventuellement une différence de 

binding de la T4 entre nos expérimentations in vivo et in vitro. Ces résultats ne nous ont 

pas permis de mettre en évidence un effet dose-réponse quelle que soit l'espèce étudiée. 

Ceci pouvait être dû à une exposition des hépatocytes trop courte pour être en mesure 

d'observer un effet perturbateur thyroïdien du fipronil et/ou du fipronil sulfone. 

3. Conclusions 

Lors de cette étude, nous avons été en mesure de montrer que les doses utilisées, 

conduisant à des concentrations de l'ordre de celles observées chez le rat (Leghait et al., 

2009; Roques et al., 2012) ou chez le mouton (Leghait et al., 2010) in vivo ou de l'ordre de 

celles retrouvées chez l'Homme dans le cadre d'une utilisation domestique ou 

professionnelle du fipronil (AFSSA, 2005, Herin et al., 2011) et/ou d'une intoxication 

accidentelle à l'insecticide (Mohamed et al., 2004), n'avaient pas d'effet cytotoxique. Cela 

nous a permis de valider notre modèle de culture primaire d'hépatocytes. Cependant, les 

valeurs du test au MTT plus faibles pour les hépatocytes humains quel que soit le 

traitement, conjointement à la faible pénétration cellulaire du fipronil et du fipronil 

sulfone et à la faible métabolisation de la T4 nous laissait penser que les conditions de mise 

en culture des hépatocytes humains devaient être impérativement revues. 

Pour ce qui est des hépatocytes de rat ou de mouton, nous avons été en mesure de 

reproduire les différences interspécifiques décrites en termes de métabolisation du fipronil 

en fipronil sulfone in vivo (Leghait et al., 2009; Leghait et al., 2010). Nos résultats 

suggéraient également une augmentation du taux de biotransformation du fipronil en 

fipronil sulfone au cours du temps, ce qui est cohérent avec les données obtenues in vivo 

qui montraient une augmentation de la formation de fipronil sulfone au cours du temps 

associée à une induction des CYP3A par le fipronil mais aussi par son métabolite (Roques et 

al., 2012). Enfin, la mesure des concentrations en fipronil et en fipronil sulfone dans le 

milieu intracellulaire semblait souligner la différence de capacité de métabolisation du 

fipronil en fipronil sulfone chez le rat et chez le mouton mais également montrer que la 

différence interspécifique de métabolisation du fipronil chez le rat et le mouton pouvait 

être liée à une différence de pénétration de l'insecticide dans les hépatocytes. 
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Pour ce qui est de la mesure de l'expression des cytochromes P450 par In Cell 

Western dans cette expérimentation, elle n'a pas été présentée ici car aucun effet dose-

réponse clair n'a été détecté. Cependant, les résultats chez le rat étaient cohérents avec 

ceux décrits dans la première expérimentation qui montraient qu'après seulement 24h de 

traitement, un traitement au fipronil ou au fipronil sulfone à une dose supérieure ou égale 

à 1 µM était capable d'induire une augmentation de l'expression protéique des CYP3A. En 

revanche, il n'a pas été possible de déterminer un effet du fipronil et/ou du fipronil 

sulfone sur la clairance de la T4, suggérant que cette durée de traitement des hépatocytes 

de seulement 24h n'était peut-être pas suffisante pour observer un potentiel effet 

perturbateur thyroïdien du fipronil. 
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E. Discussion 

Cette étude avait pour but de valider un outil permettant de caractériser sur le 

plan quantitatif les effets du fipronil et/ou du fipronil sulfone sur le métabolisme 

hépatique des hormones thyroïdiennes tout en établissant une toxicologie comparative 

d'espèce de ces effets perturbateurs thyroïdiens afin de déterminer 1) le potentiel 

perturbateur thyroïdien relatif du fipronil et du fipronil sulfone et 2) qui du rat ou du 

mouton était le meilleur modèle permettant d'étudier une perturbation thyroïdienne chez 

l'Homme. Les expérimentations décrites dans cette thèse n'ont pas permis d'atteindre 

l'objectif fixé. Cependant, cette étude présente des résultats encourageants quand à la 

capacité de ce modèle de cultures d'hépatocytes à compléter les études menées in vivo. 

Lors d'un traitement au fipronil, les hépatocytes de rat étaient exposés 

majoritairement au fipronil sulfone. La biotransformation du fipronil en fipronil sulfone 

chez le mouton était plus faible. Les différences interspécifiques en termes d'exposition au 

fipronil et au fipronil sulfone observées in vivo (Leghait et al., 2009; Leghait et al., 2010; 

Roques et al., 2012) ont donc été retrouvées in vitro. Il est de plus à noter que la capacité 

de métabolisation du fipronil en fipronil sulfone des hépatocytes de rat augmentait avec la 

durée du traitement. En effet, après les premières 24h de traitement au fipronil, les 

concentrations extracellulaires en fipronil étaient plus hautes et celles en fipronil sulfone 

étaient plus faibles qu'après 48h d'incubation. Ceci suggérait que l'activité des CYP était 

plus forte après 48h d'exposition qu'après 24h et était cohérent avec les données obtenues 

lors d'administrations répétées de fipronil à des rats par voie orale (chapitre2) qui 

montraient une augmentation de la formation de fipronil sulfone au cours du temps, 

compatible avec une induction des CYP. 

De plus, in vitro, nous avons été capables d'inhiber suffisamment la 

biotransformation du fipronil en fipronil sulfone pour s'affranchir de l'exposition au fipronil 

sulfone, ce qui n'avait pas été le cas in vivo (chapitre 2). Cependant, un effet propre du 

piperonyl butoxide sur la clairance de la T4 a été mis en évidence. Il se traduisait par une 

diminution de la clairance de la T4 lors d'un traitement au piperonyl butoxide 

conjointement au solvant. Ceci suppose que le piperonyl butoxide, inhibiteur de référence 

des CYP (Institut National de Santé Publique du Québec, 2002), pourrait également inhiber 

d'autres systèmes enzymatiques impliqués dans le métabolisme des hormones 

thyroïdiennes. Il pourrait également être envisageable que les CYP inhibés par le piperonyl 

butoxide participent au métabolisme des hormones thyroïdiennes. Il serait donc 

intéressant de d'étudier, par exemple en déterminant les profils métaboliques des 

hormones thyroïdiennes, par quelle voie le piperonyl butoxide inhibe la clairance de la T4. 
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En ce qui concerne les interactions possibles du piperonyl butoxide avec les systèmes 

enzymatiques reconnus des hormones thyroïdiennes, les quelques données disponibles 

décrivent plutôt un effet inducteur du piperonyl butoxide sur les UGT hépatiques lors d'une 

exposition chronique chez le rat (Goldstein et al., 1973). Enfin, pour déterminer les effets 

perturbateurs thyroïdiens propres du fipronil, il sera nécessaire dans les expérimentations 

suivantes de tester l'effet d'autres inhibiteurs reconnus des cytochromes P450, comme le 4-

(4-chlorobenzyl)pyridine, efficace en particulier in vitro, inhibant les CYP2B6 (Korhonen et 

al., 2007) ou l'un des nombreux inhibiteurs des CYP3A4 (comme par exemple 

l'érythromycine, le tamoxifène ou le ritonavir, Zhou et al., 2005), le fipronil semblant 

métabolisé au moins par les CYP2B2 et CYP3A1 chez le rat (Roques et al., 2012) ou leurs 

orthologues CYP2B6 et CYP3A4 chez l'Homme (Das et al., 2006). 

La mesure de l'expression des CYP3A a également montré, comme in vivo, qu'un 

traitement au fipronil et un traitement au fipronil sulfone avaient la capacité d'induire 

l'activité de ces cytochromes (Roques et al., 2012). Cependant, aucun effet dose-réponse 

n'a pu être mis en évidence. Cela pourrait être dû à une activation des cytochromes par le 

fipronil et/ou le fipronil sulfone déjà maximale aux doses utilisées ici. 

Pour ce qui est de la clairance de la T4, nous n'avons pas mis en évidence d'effet 

perturbateur thyroïdien du fipronil ou du fipronil sulfone. Or, nous avons basé notre 

approche sur 24h d'exposition seulement au fipronil ou au fipronil sulfone avant d'ajouter 

de la T4 au milieu de culture car les résultats sur l'expression protéique des CYP 

suggéraient que cette durée d'exposition était suffisante pour observer un effet du fipronil 

ou du fipronil sulfone. Il est cependant possible que les transporteurs des hormones 

thyroïdiennes et les enzymes responsables de leur métabolisation ne soient pas aussi 

sensibles à l'effet inducteur du fipronil et requièrent une durée d'exposition plus longue. 

Ceci est cohérent avec des résultats obtenus au laboratoire in vivo chez le rat qui 

montraient que, malgré une forte exposition des rats au fipronil sulfone après seulement 5 

jours de traitement au fipronil suggérant une induction des CYP, aucun effet du fipronil sur 

la clairance de la T4 ou l'activité des UGT n'a pu être observé (données du master non 

présentées). 

Il sera alors nécessaire de tester les effets perturbateurs thyroïdiens du fipronil ou 

du fipronil sulfone sur la clairance de la T4 dans les différentes espèces sur une plus longue 

durée de traitement. Cependant, il faut tout même prendre en compte le fait que 

l'activité des CYP dans les cultures d'hépatocytes de rat peut diminuer de 10 à 30% après 4 

jours de mise en culture (Bégué et al., 1984). Il faudra alors déterminer pendant combien 

de temps les hépatocytes gardent une activité CYP constante attestant du maintien de leur 

phénotype hépatocytaire. Pour cela, il serait possible de mesurer pour chaque espèce par 
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In Cell Western l'activité des CYP3A à chaque changement de traitement, soit toutes les 

24h, pendant 1 semaine par exemple. Une autre alternative serait d'incorporer toutes les 

24h de l'antipyrine, biomarqueur de l'activité des CYP, au milieu de culture et de 

déterminer si sa clairance évolue au cours du temps. Cependant, il faudrait alors 

démontrer pour chaque cinétique qu'il n'y a pas d'antipyrine résiduelle provenant de la 

cinétique précédente, ce qui fausserait les mesures des concentrations extracellulaires. 

Enfin, les capacités métaboliques des cultures d'hépatocytes de rat, de mouton et 

d'Homme ne se dégradant probablement pas à la même vitesse, il faudrait modéliser la 

perte de ces capacités métaboliques dans les trois espèces, ce qui pourrait être fait selon 

la méthode décrite par Bousquet-Mélou et al. (2002) pour modéliser l'évolution de la 

capacité de métabolisation du cortisol par des hépatocytes de rat au cours du temps. 

S'il s'avère alors qu'il faut traiter les hépatocytes au fipronil ou au fipronil sulfone 

pour observer un effet dose-réponse sur un temps trop long pour conserver en culture 

primaire une activité CYP satisfaisante, une co-culture d'hépatocytes et de cellules 

épithéliales de foie pourrait alors être envisagée. En effet, il a été montré que la co-

culture d'hépatocytes de rat ou d'Homme avec des cellules de foie Chang (cellules 

épithéliales sélectionnées pour leur division rapide, leur croissance en monocouche et leur 

fixation cellulaire et traitées pour ne pas se multiplier en co-culture, Claikens et al., 1987) 

permettait de maintenir pendant plusieurs jours et à un niveau important les fonctions 

hépatiques spécifiques telles que la sécrétion de l'albumine ou la métabolisation de 

médicaments par des voies variées typiques de processus de biotransformation. 

Enfin, il serait nécessaire de compléter les données concernant les mécanismes 

impliquées dans la clairance de la T4. En effet, l'évolution des concentrations en T4 dans le 

milieu de culture dépend de la capacité d'élimination des hormones thyroïdiennes par les 

hépatocytes mais également de leur capacité d'absorption de la T4 dans les cellules par les 

transporteurs membranaires. Ceci est d'autant plus problématique qu'il est raisonnable de 

penser qu'en fonction de l'espèce étudiée, les mécanismes enzymatiques et de transport 

mis en jeu sont différents. Pour déterminer la capacité d'absorption de la T4 des 

hépatocytes des différentes espèces, il serait tout d'abord nécessaire de mesurer les 

concentrations intracellulaires en T4 conjointement aux concentrations extracellulaires. De 

plus, le dosage des métabolites des hormones thyroïdiennes comme on l'a vu in vivo 

(Roques et al., 2012) pourrait permettre de mieux caractériser l'implication des désiodases 

dans la métabolisation de la T4 à condition d'optimiser la méthode d'analyse. La mesure de 

l'expression protéique de certaines enzymes impliquées dans le transport ou le 

métabolisme des hormones thyroïdiennes (UGT1A1, SULT1B1 et OATP) a également été 
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envisagée mais le signal obtenu par In Cell Western était pour le moment trop faible pour 

être exploitable. 
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A. Problématique, hypothèses et objectifs 

Le fipronil est majoritairement transformé en fipronil sulfone chez le rat par les 

cytochromes P450 hépatiques (Tang et al., 2004). Le fipronil et/ou son métabolite est un 

perturbateur thyroïdien chez le rat induisant une augmentation de la clairance de la T4 

(Leghait et al., 2009; Roques et al., 2012). Cette perturbation thyroïdienne est associée à 

une augmentation de l'activité et/ou de l'expression des enzymes hépatiques impliquées 

dans la métabolisation des hormones thyroïdiennes que sont les UGT et les SULT (Roques 

et al., 2012). Cependant, les mécanismes moléculaires impliqués dans la perturbation 

thyroïdienne engendrée lors d'un traitement au fipronil ne sont pas connus. Or, une 

caractérisation de ces mécanismes moléculaires pourrait permettre 1) de documenter les 

voies enzymatiques hépatiques par lesquelles le fipronil induit une perturbation 

thyroïdienne 2) d'évaluer via des approches in vitro les différences interspécifiques de 

réponse de ces mécanismes moléculaires, et 3) de développer des tests de criblage pour 

l'évaluation du potentiel perturbateur thyroïdien d'autres contaminants environnementaux. 

Les récepteurs nucléaires xénosenseurs CAR (Constitutive Androstane Receptor) et 

PXR (Pregnane X Receptor) sont des facteurs de transcription activés par de nombreux 

xénobiotiques comme les pesticides. Leurs gènes cibles sont impliqués dans le métabolisme 

des xénobiotiques et des hormones endogènes dont les hormones thyroïdiennes. En effet, 

l'activation des récepteurs nucléaires CAR et PXR permet de réguler des enzymes 

hépatiques de phase I telles que les cytochromes CYP2B et CYP3A et des enzymes 

hépatiques de phase II (Konno et al., 2008). De plus, le fipronil est décrit comme un ligand 

du PXR humain in vitro (Lemaire et al., 2006). Cela nous a conduit à émettre l'hypothèse 

que les récepteurs nucléaires CAR et PXR pouvaient être impliqués dans la perturbation 

thyroïdienne observée lors d'un traitement au fipronil chez le rat. 

Pour tester cette hypothèse, nous avons: 

1) analysé l'impact du fipronil sur le transcriptome hépatique de rat et de souris 

2) déterminé si l'induction par le fipronil de l'expression hépatique de gènes clés 

impliqués dans le métabolisme du fipronil ou des hormones thyroïdiennes était dépendante 

de l'expression des récepteurs nucléaires CAR et PXR en utilisant des souris déficientes 

pour le récepteur CAR ou pour le récepteur PXR 

3) évalué si les modulations du profil d'expression génique hépatique induites par 

ces récepteurs nucléaires présentaient une signification fonctionnelle en termes de 

métabolisation du fipronil et/ou d'élimination des hormones thyroïdiennes. 
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B. Impact du fipronil sur le transcriptome hépatique de rat 

1. Matériels et méthodes 

a. Plan expérimental 

Vingt-quatre rates ont été utilisées pour cette expérimentation. Les animaux ont 

été répartis en deux groupes traités quotidiennement avec du solvant (n = 14) ou du 

fipronil (n = 10, 3 mg/kg/j) par gavage oro-gastrique pendant 14 jours. Vingt-quatre heures 

après la dernière administration de solvant ou de fipronil, le sang total a été prélevé par 

ponction de l'aorte abdominale après asphyxie des animaux au CO2 et collecté dans des 

tubes héparinés afin de mesurer les concentrations plasmatiques en fipronil, fipronil 

sulfone, TT4, FT4, TT3, FT3 et TSH. Les foies ont également été collectés afin de 

déterminer, en utilisant des puces à ADN pangénomiques (n = 7 pour le groupe solvant et n 

= 8 pour le groupe fipronil) puis par RT-qPCR, les gènes modulés lors d'un traitement au 

fipronil. 

b. Puces à ADN 

L'extraction des ARN hépatiques a été réalisée avec le kit RNeasy Mini kit Plus 

(Qiagen, Courtaboeuf, France). Les fragments de foies ont été broyés avec du tampon RLT 

dans des tubes de lyse (Lysing Matrix D, MP Biomedicals, Illkirch, France) à l'aide d'un 

Fastprep® FP120 (MP Biomedicals, Illkirch, France). Les concentrations d'ARN ont été 

mesurées avec un Nanodrop 1000 (Labtech, Palaiseau, France). L'intégrité des échantillons 

d'ARN a été analysée avec des puces RNA 6000 Nano LabChip sur un bioanalyzer 2100 

(Agilent, Massy, France). Des ARNc marqués à la cyanine 3 ont été synthétisés par RT puis 

transcription in vitro avec la T7 RNA polymerase à partir de 200 ng d'ARN à l'aide du Low 

RNA Input Linear Amplification Kit PLUS, One-Color Kit (Agilent, Massy, France). Ils ont été 

purifiés avec le kit RNeasy Mini kit (Qiagen, Courtaboeuf, France). La qualité des ARNc 

marqués de chaque échantillon de foie a été vérifiée par mesure de l'activité spécifique 

suivante )  (
ARNcd' µg

Cy3 de pmol
 au Nanodrop 1000. Les échantillons ont été hybridés sur un 

microarray d'une puce à ADN 4x44K (PN G4131F) comportant le génome complet de rat 

(Agilent, Massy, France) selon les instructions du fournisseur. Les lames ont été scannées 

sur un scanner GenePix 4000B (MDS Analytical Technologies, Saint Grégoire, France). 
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2. Résultats 

a. Effet du traitement sur le poids des animaux 

Les poids moyens (± ET) des rates traitées au solvant ou au fipronil étaient 

similaires au début (respectivement 202.1 ± 5.4g et 202.8 ± 7.1g) et à la fin 

(respectivement 231.5 ± 9.0g et 230.5 ± 10.1g) de l'expérimentation. 

b. Concentrations plasmatiques en fipronil et en fipronil sulfone 

Les concentrations plasmatiques en fipronil étaient proches de la LOQ du dosage de 

2.5 ng/mL (moyenne ± ET: 4.7 ± 2.8 ng/mL). A la fin de l'expérimentation, les rates 

étaient majoritairement exposées au fipronil sulfone (moyenne ± ET: 3339.5 ± 616.9 

ng/mL). Le rapport fipronil sulfone/fipronil était d'au moins 700, ce qui est cohérent avec 

les données obtenues chez des rates THX + T3 traitées au fipronil pendant 14 jours à 1.5 

mg/kg/j de fipronil (Roques et al., 2012). 

c. Potentiel perturbateur thyroïdien du fipronil 

Le traitement au fipronil tendait à faire diminuer significativement la concentration 

plasmatique de TT4 (p=0.06, figure 40) et à faire augmenter significativement celle de TSH 

(p<0.01). Il n'a eu aucun effet significatif sur les concentrations plasmatiques en TT3, FT3 

et FT4 (p>0.05). 
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Figure 40: Concentrations plasmatiques moyennes (± ET) en TT4, FT4, TT3, FT3 et TSH chez 
des rates traitées avec du solvant ou du fipronil. 
Les concentrations plasmatiques en TT4 (A), FT4 (B), TT3 (C), FT3 (D) et TSH (E) ont été mesurées 
dans des échantillons de plasma collectés 24h après la dernière administration de solvant (vert, n = 
7) ou de fipronil (bleu, n = 8) chez des rates traitées pendant 14 jours. Significativement différent 
du groupe solvant: **p<0.01. 

d. Voies métaboliques hépatiques modulées par le fipronil 

Le foie est un organe majeur dans la métabolisation du fipronil (Tang et al., 2004; 

Das et al., 2006) et des hormones thyroïdiennes (Klachko and Johnson, 1983; Kelly, 2000), 

c'est pourquoi nous avons étudié les effets du fipronil sur le transcriptome hépatique. Les 

puces à ADN ont montré qu'après une exposition au fipronil, 402 sondes correspondant à 

377 gènes étaient surexprimées et 310 sondes correspondant à 292 gènes étaient sous 

exprimées (q-value<0.1). L'impact du fipronil sur le transcriptome hépatique du rat est 

illustré dans la figure 41. 
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Figure 41: Profil d'expression génique hépatique lors d'un traitement au fipronil chez le rat. 
L'étude du transcriptome hépatique de rat a été réalisée sur les foies de 7 rates traitées au solvant 
et de 8 rates traitées au fipronil (3 mg/kg/j) pendant 14 jours. Les fonctions représentées à droite 
de la heatmap correspondent aux trois fonctions majoritairement surreprésentées parmi les gènes 
dont l'expression a été augmentée ou diminuée lors d'un traitement au fipronil. 

Les gènes sous exprimés étaient majoritairement liés au métabolisme des lipides. 

L'effet du fipronil sur ces gènes n'a été confirmé que partiellement par qPCR (figure 42). 

En effet, sur les quatre gènes présentés ici, seul le gène Cd36 impliqué dans le transport 

des acides gras était significativement sous-exprimé lors d'un traitement au fipronil 

(p<0.01). 

 

Figure 42: Effet du fipronil sur l'expression des ARNm de gènes impliqués dans le métabolisme 
des lipides chez le rat. 
L'expression moyenne (± ES) des ARNm des gènes Cyp4a1, Cd36, Hmgcs2 et Thrsp a été déterminée 
à partir des échantillons de foie de rat prélevés 24h après la dernière administration de solvant 
(vert, n = 14) ou de fipronil (bleu, n = 10). Significativement différent du groupe solvant: **p<0.01. 
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Ces résultats nous ont conduit à centrer notre étude sur les gènes surexprimés lors 

d'un traitement au fipronil. Les gènes surexprimés étaient majoritairement liés au 

métabolisme et au transport des xénobiotiques, des hormones et des composés endogènes 

comme les acides biliaires et les stéroïdes. Pour évaluer l'hypothèse d'une régulation 

potentielle de ces gènes par le fipronil via les récepteurs nucléaires CAR et PXR, nous 

avons comparé nos profils d'expression génique à ceux obtenus par Ren et al. (2009) chez 

des rates exposées à un activateur de CAR et de PXR, le phénobarbital, ou à un activateur 

uniquement de PXR, la pregnenolone-16alpha-carbonitrile (PCN). Malgré les différences 

entre les sondes testées avec les puces à ADN Affymetrix et Agilent, nous avons pu montrer 

qu'environ la moitié des gènes régulés par le fipronil dans le foie de rat étaient aussi 

régulés par le phénobarbital ou le PCN (figure 43), suggérant bien une activation des 

récepteurs nucléaires CAR et PXR par le fipronil. 

 

Figure 43: Comparaison des profils d'expression génique hépatiques obtenus lors du traitement 
de rates avec du fipronil, du phénobarbital ou de la pregnenolone-16alpha-carbonitrile. 
PB: phénobarbital, activateur de CAR et de PXR; PCN: pregnenolone-16alpha-carbonitrile, 
activateur de PXR. 

Enfin, les surexpressions de gènes lors d'un traitement au fipronil observées à l'aide 

des puces à ADN ont été confirmées par qPCR. Nous avons testé plus de 40 gènes. Les 

gènes les plus significativement modulés par le fipronil sont des cibles des récepteurs 

nucléaires CAR et PXR (Kiyosawa et al., 2008, figure 44). De plus, il est à noter que ces 

régulations ont eu lieu malgré une diminution faible mais significative de l'expression des 

récepteurs nucléaires CAR et PXR lors du traitement au fipronil. 
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Figure 44: Effet du fipronil sur l'expression des ARNm des récepteurs nucléaires CAR et PXR et 
des gènes impliqués dans le métabolisme et le transport des xénobiotiques et de composés 
endogènes comme les hormones thyroïdiennes chez le rat. 
L'expression moyenne (± ES) des ARNm des récepteurs nucléaires (A), des enzymes hépatiques de 
phase I (B) ou de phase II (C) et des transporteurs de phase III (D) a été déterminée à partir des 
échantillons de foie de rat prélevés 24h après la dernière administration de solvant (vert, n = 14) ou 
de fipronil (bleu, n = 10). Significativement différent du groupe solvant: *p<0.05, **p<0.01. 

3. Conclusions 

Chez le rat, le fipronil modulait l'expression hépatique de gènes cibles de CAR et/ou 

de PXR. Afin de démontrer le rôle des récepteurs nucléaires dans ces modulations induites 

par le fipronil, nous avons alors choisi de comparer les effets d'un traitement au fipronil 

chez des souris sauvages, CAR-/- ou PXR-/-. Mais avant de démarrer les expérimentations sur 

ces souris KO, il était tout d'abord nécessaire de vérifier que le fipronil avait le même effet 

sur le transcriptome hépatique du rat et de la souris. 
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C. Impact du fipronil sur le transcriptome hépatique chez la souris 

1. Matériels et méthodes 

Seize souris mâles de neuf semaines ont été utilisées pour cette expérimentation. 

Les animaux ont été répartis en deux groupes (n = 8 souris/groupe) traités 

quotidiennement avec du solvant ou du fipronil (5 mg/kg/j) par gavage oro-gastrique 

pendant 14 jours. Juste après la dernière administration de solvant ou de fipronil, les foies 

ont été collectés afin de comparer l'effet du fipronil sur l'expression des ARNm hépatiques 

chez la souris et le rat. 

2. Résultats 

a. Effet du traitement sur le poids des animaux et le poids des foies 

Les poids moyens (± ET) des souris traitées au solvant et au fipronil étaient 

significativement différents à la fin de l'expérimentation (respectivement 24.7 ± 1.5g et 

23.2 ± 0.8g, p<0.05) alors qu'ils étaient similaires au début de l'expérimentation 

(respectivement 23.5 ± 0.9g et 23.1 ± 0.8g). Les poids moyens des foies (± ET) exprimés en 

pourcentage des poids corporels étaient respectivement de 4.6 ± 0.3% et de 5.1 ± 0.2% à la 

fin de l'expérimentation pour les groupes traités au solvant ou au fipronil, indiquant une 

augmentation significative du poids des foies dans le groupe traité au fipronil (p<0.01) 

résultant probablement de la diminution significative du poids des animaux à la fin de 

l'expérimentation dans le groupe traité au fipronil. 

b. Voies métaboliques hépatiques modulées par le fipronil 

Le traitement n'a pas eu d'effet significatif sur l'expression des ARNm des gènes 

Cyp4a14, Cd36, Hmgcs2 et Thrsp impliqués dans le métabolisme des lipides (figure 45). 
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Figure 45: Effet du fipronil sur l'expression des ARNm de gènes impliqués dans le métabolisme 
des lipides chez la souris. 
L'expression moyenne (± ES) des ARNm des gènes Cyp4a10, Cd36, Hmgcs2 et Thrsp a été déterminée 
à partir des échantillons de foie de souris prélevés juste après la dernière administration de solvant 
(vert, n = 8) ou de fipronil (bleu, n = 8). 

Les orthologues des gènes les plus surexprimés lors d'un traitement au fipronil chez 

le rat étaient aussi surexprimés chez la souris (figure 46). Parmi les enzymes hépatiques de 

phase I modulées par un traitement au fipronil, les gènes Cyp2b10 et Cyp3a11, cibles 

prototypiques de CAR et de PXR (Wei et al., 2002), et le gène de la carboxylestérase Ces2a 

étaient les plus fortement surexprimés. L'expression des ARNm des enzymes de phase II 

Ugt1a1 et Sult1b1 impliquées dans le métabolisme des hormones thyroïdiennes (Kester et 

al., 2003; Wu et al., 2005) était supérieure chez les souris traitées au fipronil que chez 

celles traitées au solvant, mais l'induction de ces gènes en réponse au traitement au 

fipronil était plus faible chez la souris que chez le rat même si la dose de fipronil utilisée 

pour traiter les souris (5 mg/kg/j) était plus élevée que celle utilisée pour traiter les rats 

(3 mg/kg/j). Ce n'était pas le cas pour l'expression des ARNm de Gstα2 qui était induite de 

la même manière chez le rat que chez la souris par un traitement au fipronil. Pour ce qui 

est des transporteurs membranaires, les gènes les plus surexprimés étaient les gènes Abcc3 

et Slco1a4. L'expression des ARNm des transporteurs des stérols Abcg5 et Abcg8 était quant 

à elle également induite par un traitement au fipronil mais plus faiblement chez la souris 

que chez le rat. Enfin, il est à noter que, chez la souris, le fipronil n'avait pas d'effet 

significatif sur l'expression des ARNm des récepteurs nucléaires CAR et PXR. 
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Figure 46: Effet chez la souris du fipronil sur l'expression des ARNm des orthologues des gènes 
les plus surexprimés chez le rat lors d'un traitement avec l'insecticide. 
L'expression moyenne (± ES) des ARNm des récepteurs nucléaires (A), des enzymes hépatiques de 
phase I (B) ou de phase II (C) et des transporteurs de phase III (D) a été déterminée à partir des 
échantillons de foie de souris prélevés juste après la dernière administration de solvant (vert, n = 8) 
ou de fipronil (bleu, n = 8). Significativement différent du groupe solvant: *p<0.05, **p<0.01. 

Nous avons également déterminé par qPCR l'expression d'autres gènes impliqués 

dans le métabolisme des xénobiotiques et/ou de composés endogènes mais les régulations 

observées étaient non significatives ou d'amplitude limitée (figure 47). 
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Figure 47: Effet du fipronil sur l'expression des ARNm de gènes impliqués dans le métabolisme 
et le transport des xénobiotiques et de composés endogènes chez la souris. 
L'expression moyenne (± ES) des ARNm des enzymes de phase I, II ou III ou des désiodases Dio1 et 
Dio3 a été déterminée à partir des échantillons de foie de souris prélevés juste après la dernière 
administration de solvant (vert, n = 8) ou de fipronil (bleu, n = 8). Significativement différent du 
groupe solvant: *p<0.05, **p<0.01. 
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3. Conclusions 

Nous avons montré que le fipronil induisait globalement les mêmes gènes cibles de 

CAR et de PXR chez le rat et la souris. Cependant, la souris semble moins sensible que le 

rat aux modulations du profil d'expression génique engendrées par un traitement au 

fipronil. Nous avons alors choisi de tester les effets du fipronil chez des souris sauvages, 

déficientes pour le récepteur CAR et déficientes pour le récepteurs PXR seulement sur les 

gènes les plus différentiellement exprimés chez les souris wild-type soit Cyp2b10, 

Cyp3a11, Ces2a, Gstα2, Abcc3 et Slco1a4 afin de déterminer si le profil d'expression 

génique hépatique induit lors d'un traitement au fipronil était modulé par les récepteurs 

nucléaires CAR et PXR. De plus, nous avons cherché à savoir si les modulations du profil 

d'expression génique hépatique induites par les récepteurs nucléaires étaient associées à 

des répercussions fonctionnelles en termes de métabolisation du fipronil et/ou 

d'élimination des hormones thyroïdiennes. 
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D. Implication des récepteurs nucléaires CAR et PXR dans la 

perturbation thyroïdienne engendrée par un traitement au 

fipronil 

1. Matériels et méthodes 

a. Préparation de la solution de 13C6-LT4 

Une solution concentrée (1 mg/mL) de l'isotope stable de la thyroxine 13C6-LT4 

(Isosciences, King of Prussia, PA, USA) a été obtenue en diluant la 13C6-LT4 dans une 

solution de NaOH 0.4M/60% d'éthanol. La solution finale de 13C6-LT4 (4.17 µg/mL) utilisée 

pour les cinétiques a été obtenue par dilution au 1/240e de la solution concentrée dans du 

PBS (Phosphate Buffered Saline) 10mM, pH 7.4 contenant 0.1% (w/v) d'albumine bovine 

sérique. 

b. Plan expérimental 

Des souris mâles wild-type, déficientes pour le récepteur CAR ou déficientes pour le 

récepteur PXR de quinze à vingt-deux semaines ont été utilisées pour cette 

expérimentation (n = 100 souris/génotype). Les animaux ont été répartis en deux groupes 

(n = 50 souris de chaque génotype/groupe) traités quotidiennement avec du solvant ou du 

fipronil (3 mg/kg/j) par gavage oro-gastrique pendant 14 jours. Vingt-quatre heures après 

la dernière administration de solvant ou de fipronil, les souris ont reçu un bolus ip de 13C6-

LT4 (10.2 µg/kg). Le sang total a été prélevé par ponction intracardiaque sous anesthésie à 

l'isoflurane et collecté dans des tubes héparinés 0.25, 2, 4, 8, 12 ou 24h après 

l'administration de 13C6-LT4 (n = 5 souris/génotype/traitement pour les temps 0.25 et 4h et 

n = 10 souris/génotype/traitement pour les temps 2, 8, 12 et 24h) afin de suivre l'évolution 

des concentrations plasmatiques en 13C6-LT4 au cours du temps. Certains échantillons 

contenant un volume plus important de plasma ont été utilisés pour déterminer les 

concentrations plasmatiques en fipronil et en fipronil sulfone à la fin de l'expérimentation. 

Les foies ont été collectés seulement pour les animaux dont le sang a été prélevé 0.25h 

après l'administration de 13C6-LT4 afin d'éviter un effet potentiel de la 13C6-LT4 sur 

l'expression des ARNm modulés par le fipronil. 
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2. Résultats 

a. Effet du traitement et du génotype sur le poids des animaux et le poids 

des foies 

Les poids moyens (± ET) des souris CAR-/- et PXR-/- étaient significativement 

différents de celui des souris sauvages au début de l'expérimentation (30.7 ± 2.1g, 32.4 ± 

4.2g et 29.4 ± 3.4g respectivement pour les souris sauvages, CAR-/- et PXR-/-, p<0.01) alors 

que seulement celui des souris PXR-/- était significativement différent de celui des souris 

sauvages à la fin de l'expérimentation (29.9 ± 1.9g, 30.7 ± 3.6g et 28.4 ± 2.8g 

respectivement pour les souris sauvages, CAR-/- et PXR-/-, p<0.01). Ces différences de poids 

étaient cependant de faible amplitude. Le traitement n'a pas eu d'effet sur le poids des 

animaux quel que soit le génotype. 

Les poids moyens des foies (± ET) exprimés en pourcentage du poids corporel 

étaient respectivement de 3.9 ± 0.5%, 4.1 ± 0.6% et 4.2 ± 0.6% pour les souris sauvages, 

CAR-/- et PXR-/- traitées au solvant et respectivement de 4.2 ± 0.5%, 3.8 ± 0.6% et 4.1 ± 

0.4% pour les souris sauvages, CAR-/- et PXR-/- traitées au fipronil, indiquant que ni le 

génotype, ni le traitement, ni leur interaction n'ont eu d'effet sur le poids des foies. 

b. Concentrations plasmatiques en fipronil et en fipronil sulfone 

 

Figure 48: Concentrations plasmatiques moyennes (± ET) en fipronil et en fipronil sulfone chez 
des souris sauvages, CAR-/- et PXR-/- ayant reçu 3 mg/kg/j de fipronil par voie orale pendant 14 
jours. 
Les concentrations plasmatiques en fipronil (bleu, gauche) et en fipronil sulfone (orange, droite) ont 
été déterminées chez des souris sauvages (n = 11), déficientes pour le récepteur nucléaire CAR (n = 
10) ou déficientes pour le récepteur nucléaire PXR (n = 8) traitées au fipronil (3 mg/kg/j pendant 14 
jours). Les échantillons de plasma correspondaient à certains échantillons prélevés pour la cinétique 
de 13C6-LT4. Significativement différent du groupe souris sauvages: *p<0.05. 

Les concentrations plasmatiques en fipronil étaient proches de la LOQ du dosage de 

2.5 ng/mL pour les trois génotypes (figure 48). Les concentrations plasmatiques en fipronil 

sulfone étaient significativement plus faibles chez les souris KO que chez les souris 
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sauvages (p<0.05), ce qui semble cohérent compte tenu du rôle des récepteurs nucléaires 

CAR et PXR dans la régulation des cytochromes P450 responsables de la métabolisation du 

fipronil en fipronil sulfone (Konno et al., 2008). Cependant, quel que soit le génotype les 

souris étaient majoritairement exposées au fipronil sulfone. En effet, le rapport fipronil 

sulfone/fipronil moyen (± ET) était respectivement de 1007 ± 152; 619 ± 367 et 789 ± 303 

pour les souris sauvages, CAR-/- et PXR-/-. 

c. Potentiel perturbateur thyroïdien du fipronil 

 

Figure 49: Effet du fipronil sur l'évolution des concentrations plasmatiques et la clairance de la 
13C6-LT4 chez des souris sauvages, CAR-/- et PXR-/- ayant reçu 3 mg/kg/j de fipronil par voie orale 
pendant 14 jours. 
L'évolution des concentrations plasmatiques moyennes (± ET) en 13C6-LT4 ainsi que la clairance 
apparente (± SE, correspondant à l'erreur faite sur l'estimation de la clairance par le modèle 
pharmacocinétique) ont été déterminées à partir des concentrations plasmatiques en 13C6-LT4 
mesurées dans des échantillons de plasma collectés 0.25, 2, 4, 8, 12 et 24h après administration 
d'un bolus ip de 13C6-LT4 (10.2 µg/kg) à des souris sauvages, déficientes pour le récepteur nucléaire 
CAR ou déficientes pour le récepteur nucléaire PXR traitées pendant 14 jours au solvant (vert, n = 5 
ou 10 souris/génotype/traitement) ou au fipronil (bleu, n = 5 ou 10 souris/génotype/traitement). 

Les concentrations plasmatiques moyennes en 13C6-LT4 étaient plus élevées dans le 

groupe solvant que dans le groupe traité au fipronil pour tous les temps de la cinétique 

chez les souris sauvages mais pas chez les souris KO (figure 49). La clairance de la 13C6-LT4 

tendait à être plus haute chez les souris sauvages traitées au fipronil que chez celles 

traitées au solvant. On observait le même effet chez les souris CAR-/- même si la clairance 

de la 13C6-LT4 semblait plus faible constitutivement chez ces souris que chez les souris 
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sauvages. La clairance de la 13C6-LT4 semblait similaire chez les souris PXR-/- traitées au 

solvant ou au fipronil. Aucun effet significatif du génotype ou du traitement n'a cependant 

été mis en évidence. 

d. Voies métaboliques hépatiques modulées par le fipronil 

Etonnamment, il n'y a pas eu d'effet du traitement chez ces souris sauvages pour les 

gènes Cyp2b10 et Gstα2 (figure 50) contrairement à ce qui a été montré chez les souris 

sauvages traitées à 5 mg/kg/j de fipronil dans l'expérimentation précédente. Il est de plus 

à noter que, chez les souris traitées au solvant, l'absence de CAR entrainait une diminution 

significative des ARNm des gènes Cyp2b10 et Cyp3a11 et l'absence de PXR une diminution 

significative des ARNm du gène Slco1a4, suggérant un effet de CAR ou de PXR sur 

l'expression constitutive de ces gènes. Une augmentation significative de l'expression des 

gènes Cyp3a11, Ces2a, Abcc3 et Slco1a4 a été observée lors du traitement des souris 

sauvages au fipronil. Cet effet était absent chez les souris PXR-/- pour tous les gènes, 

absent chez les souris CAR-/- pour les gènes Ces2a et Abcc3 et réduit chez les souris CAR-/- 

pour les gènes Cyp3a11 et Slco1a4, suggérant une implication des récepteurs nucléaires 

CAR et PXR dans les modulations du profil d'expression génique engendrées par un 

traitement au fipronil. 
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Figure 50: Effet du fipronil sur l'expression des gènes Cyp2b10, Cyp3a11, Ces2a, Gstα2, Abcc3 
et Slco1a4 chez des souris sauvages, CAR-/- et PXR-/- ayant reçu 3 mg/kg/j de fipronil par voie 
orale pendant 14 jours. 
L'expression moyenne (± ES) des ARNm de ces gènes a été déterminée à partir des échantillons de 
foie prélevés 24h après la dernière administration de solvant (vert, n = 5 souris/génotype) ou de 
fipronil (bleu, n = 5 souris/génotype). Significativement différent du groupe solvant: a, p<0.05. 
Significativement différent du groupe souris sauvages: b, p<0.05. 

3. Conclusions 

Les récepteurs nucléaires CAR et PXR semblaient être impliqués dans la régulation 

du métabolisme du fipronil via la modulation de l'expression des cytochromes P450 

responsables de la métabolisation du fipronil en fipronil sulfone. De plus, les deux 

récepteurs nucléaires, et plus particulièrement PXR, semblaient être impliqués dans la 

modulation par le fipronil de l'expression d'enzymes hépatiques impliquées dans la 

métabolisation et le transport des hormones thyroïdiennes. Cependant, nous n'avons pas 
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été en mesure de reproduire les effets du fipronil sur Cyp2b10 et Gstα2 qui étaient induits 

chez les souris sauvages plus jeunes et traitées au fipronil à 5 mg/kg/j utilisées dans 

l'expérimentation précédente. De plus, nous n'avons pas été en mesure de déterminer de 

façon formelle l'implication des récepteurs nucléaires CAR et PXR dans l'augmentation de 

la clairance de la 13C6-LT4 observée lors d'un traitement au fipronil chez le rat. Nos 

résultats montraient donc que la souris était moins sensible à la perturbation thyroïdienne 

engendrée par un traitement au fipronil que le rat. Nous avons alors choisi d'évaluer 

l'impact d'une dose plus importante de fipronil (10 mg/kg/j) chez des souris sauvages, 

déficientes pour le récepteur CAR et déficientes pour le récepteur PXR âgées de 9 

semaines, un âge identique à celui des souris traitées à 5 mg/kg/j utilisées dans 

l'expérimentation précédente. 
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E. Effet d'une forte dose de fipronil sur la régulation de l'expression 

de gènes hépatiques chez de jeunes souris sauvages, CAR-/- et 

PXR-/- 

1. Matériels et méthodes 

Des souris mâles wild-type, déficientes pour le récepteur CAR ou déficientes pour le 

récepteur PXR de neuf semaines ont été utilisées pour cette expérimentation (n = 16 

souris/génotype). Les animaux ont été répartis en deux groupes (n = 8 souris de chaque 

génotype/groupe) traités quotidiennement avec du solvant ou du fipronil (10 mg/kg/j) par 

gavage oro-gastrique pendant 14 jours. Juste après la dernière administration de solvant 

ou de fipronil, le sang total a été prélevé par ponction intracardiaque sous anesthésie à 

l'isoflurane et collecté dans des tubes héparinés afin de déterminer les concentrations 

plasmatiques en T4 totale et en T3 totale. Les foies ont été collectés afin de déterminer 

l'expression des ARNm hépatiques modulés par le fipronil. 

2. Résultats 

a. Effet du traitement et du génotype sur le poids des animaux et le poids 

des foies 

Le poids moyen (± ET) des souris CAR-/- était significativement différent de celui des 

souris PXR-/- à la fin de l'expérimentation (26.1 ± 1.3g, 26.4 ± 2.2g et 24.7 ± 1.8g 

respectivement pour les souris sauvages, CAR-/- et PXR-/-, p<0.05) alors que les poids 

moyens (± ET) étaient similaires pour tous les génotypes au début de l'expérimentation 

(25.7 ± 1.2g, 26.3 ± 2.1g et 25.0 ± 2.0g respectivement pour les souris sauvages, CAR-/- et 

PXR-/-). Le traitement n'a pas eu d'effet sur le poids des animaux quel que soit le génotype. 

Les poids moyens des foies (± ET) exprimés en pourcentage du poids corporel 

étaient respectivement de 4.8 ± 0.3%, 4.8 ± 0.4% et 5.1 ± 0.3% pour les souris sauvages, 

CAR-/- et PXR-/- traitées au solvant et respectivement de 4.8 ± 0.6%, 4.9 ± 0.4% et 4.7 ± 

0.6% pour les souris sauvages, CAR-/- et PXR-/- traitées au fipronil, indiquant que ni le 

génotype, ni le traitement, ni leur interaction n'ont eu d'effet sur le poids des foies. 

b. Potentiel perturbateur thyroïdien du fipronil 

Quel que soit le génotype, le traitement au fipronil n'a pas eu d'effet sur les 

concentrations plasmatiques en TT4 et en TT3 (p>0.05, figure 51). 
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Figure 51: Concentrations plasmatiques moyennes (± ET) en TT4 et en TT3 chez des souris 
sauvages, CAR-/- ou PXR-/- ayant reçu 10 mg/kg/j de fipronil par voie orale pendant 14 jours. 
Les concentrations plasmatiques en TT4 (A) et en TT3 (B) ont été mesurées dans des échantillons de 
plasma collectés juste après la dernière administration de solvant (vert, n = 8 souris/génotype pour 
la TT4 et 3 souris/génotype pour la TT3) ou de fipronil (bleu, n = 8 souris/génotype pour la TT4 et 3 
souris/génotype pour la TT3) chez des souris traitées pendant 14 jours. 

c. Voies métaboliques hépatiques modulées par le fipronil 

Chez les souris traitées au solvant, l'absence de CAR entrainait une diminution 

significative des ARNm des gènes Abcc3 et Slco1a4 et l'absence de PXR une diminution 

significative des ARNm des gènes Cyp2b10, Ces2a, Abcc3 et Slco1a4, suggérant un effet de 

CAR ou de PXR sur l'expression constitutive de ces gènes (figure 52). Contrairement à 

l'expérimentation précédente, une augmentation significative de l'expression de tous les 

gènes a été observée lors du traitement des souris sauvages au fipronil. Cet effet était 

absent chez les souris PXR-/- pour les gènes Cyp3a11, Ces2a, Abcc3 et Slco1a4, absente 

chez les souris CAR-/- pour les gènes Cyp2b10 et Gstα2, réduite chez les souris PXR-/- pour 

le gène Cyp2b10 et réduite chez les souris CAR-/- pour les gènes Cyp3a11 et Slco1a4, 

suggérant comme dans l'expérimentation précédente une implication des récepteurs 

nucléaires CAR et PXR dans les modulations du profil d'expression génique engendrées par 

un traitement au fipronil. 
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Figure 52: Effet du fipronil sur l'expression des gènes Cyp2b10, Cyp3a11, Ces2a, Gstα2, Abcc3 
et Slco1a4 chez des souris sauvages, CAR-/- et PXR-/- ayant reçu 10 mg/kg/j de fipronil par voie 
orale pendant 14 jours. 
L'expression moyenne (± ES) des ARNm de ces gènes a été déterminée à partir des échantillons de 
foie prélevés juste après la dernière administration de solvant (vert, n = 8 souris/génotype) ou de 
fipronil (bleu, n = 8 souris/génotype). Significativement différent du groupe solvant: a, p<0.05. 
Significativement différent du groupe souris sauvages: b, p<0.05. 

3. Conclusions 

Comme dans l'expérimentation précédente, les récepteurs nucléaires CAR et PXR 

semblaient être impliqués dans la régulation du métabolisme du fipronil car ils modulaient 

l'expression des cytochromes P450 responsables de la métabolisation du fipronil en fipronil 

sulfone. De plus, les deux récepteurs nucléaires, et surtout PXR, étaient impliqués dans la 

modulation par le fipronil de l'expression d'enzymes hépatiques impliquées dans la 

métabolisation et le transport des hormones thyroïdiennes. Enfin, contrairement à ce qui a 
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été observé dans l'expérimentation précédente, tous les gènes induits chez les souris 

sauvages traitées avec 5 mg/kg/j de fipronil l'étaient aussi chez des souris sauvages 

traitées avec 10 mg/kg/j de fipronil. Malgré ces modulations d'expression observées au 

niveau des ARNm, nous n'avons pas observé d'impact significatif du fipronil, même à forte 

dose, sur les concentrations en hormones thyroïdiennes circulantes chez la souris. La souris 

était donc bien moins sensible à la perturbation thyroïdienne engendrée par un traitement 

au fipronil que le rat. Ceci ne nous a donc pas permis d'évaluer les conséquences en termes 

de perturbation thyroïdienne des modulations d'expression génique dépendantes de CAR et 

de PXR. 
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F. Discussion 

Cette étude a démontré que, chez le rat, un traitement au fipronil conduisait à une 

diminution des concentrations plasmatiques en T4 et à une augmentation de la TSH. Ceci 

est cohérent avec les résultats précédemment obtenus par Leghait et al. (2009). En effet, 

après 14 jours de traitement, le fipronil induisait également une diminution des 

concentrations en hormones thyroïdiennes circulantes conjointement à une augmentation 

de la TSH plasmatique. L'effet perturbateur thyroïdien du fipronil était associé dans les 

études précédentes à une augmentation de l'activité et/ou de l'expression des UGT1A et 

des SULT conjuguant les phénols impliquées dans la métabolisation des hormones 

thyroïdiennes (Leghait et al., 2009; Roques et al., 2012). Une induction de l'expression des 

Ugt1a1 et des Sult1b1 a été retrouvée dans cette étude. Or, il a été montré qu'un 

traitement de souris avec des agonistes de CAR comme le phénobarbital ou le TCPOBOP, 

induisait également une diminution des hormones thyroïdiennes via une augmentation de 

leur glucuronoconjugaison et de leur sulfoconjugaison et à une augmentation des 

concentrations en TSH (Qatanani et al., 2005). Le récepteur nucléaire CAR pourrait donc 

jouer un rôle dans l'effet perturbateur thyroïdien engendré par un traitement au fipronil. 

Un autre récepteur nucléaire xénosenseur, le récepteur PXR, pourrait également être 

impliqué. En effet, le fipronil est décrit comme un ligand du PXR humain in vitro (Lemaire 

et al., 2006). 

Cette hypothèse d'une implication des récepteurs nucléaires CAR et PXR dans la 

perturbation thyroïdienne engendrée par un traitement au fipronil chez le rat semblait 

cohérente avec nos résultats concernant l'étude du transcriptome hépatique de rats 

exposés au fipronil. En effet, nous avons montré une induction des gènes Cyp2b2 et Cyp3a1 

qui concordait avec celle décrite précédemment lors d'un traitement au fipronil chez le rat 

(Roques et al., 2012) et avec les données obtenues sur hépatocytes humains (Das et al., 

2004) qui montraient que le fipronil induisait les Cyp2b6 et Cyp3a4 humains, orthologues 

des Cyp2b1/Cyp2b2 et Cyp3a1 de rat. Or, ces gènes, impliqués dans la métabolisation du 

fipronil en fipronil sulfone (Tang et al., 2004; Das et al.,2006), sont des cibles 

prototypiques des récepteurs nucléaires CAR et PXR (Wei et al., 2002). De plus, nous avons 

montré une induction de l'expression des ARNm des carboxylestérases Ces2 et Ces6. Or, le 

PCN, ligand de PXR, le phénobarbital et le TCPOBOP sont décrits comme des inducteurs de 

Ces6 dans le foie (Xu et al., 2009). 

Concernant les enzymes de phase II, hormis une induction des Ugt1a1 et des 

Sult1b1 inductibles via l'activation de CAR ou de PXR (Vansell and Klaassen, 2002; Chen et 

al., 2003; Maglich et al., 2004; Xie, 2008; Szabo et al., 2009), le fipronil induisait 
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également l'expression du gène Gstα2 impliqué dans la métabolisation de la bilirubine 

probablement via l'activation de PXR (Xie, 2008). Enfin, le traitement au fipronil entrainait 

une surexpression des gènes Abcc2, Abcc3, Abcg5, Abcg8, Slco1a1 et Slco1a4. Les gènes 

Abcc2, Abcc3 et Slco1a4 codent pour les protéines MRP2, MRP3 et OATP1A4 chez le rat. Or, 

ces transporteurs membranaires d'influx (OATP) ou d'efflux (MRP) sont connus pour 

transporter les hormones thyroïdiennes (Feldt-Rasmussen and Rasmussen, 2007; Lecureux 

et al., 2009) et être des cibles de CAR et de PXR (Staudinger et al., 2001; Szabo et al., 

2009). Les gènes Slco1b3 et Slco1c1 codant chez le rat pour les protéines OATP1B2 et 

OATP1C1 également impliquées dans le transport des hormones thyroïdiennes (Feldt-

Rasmussen and Rasmussen, 2007; Visser et al., 2011) ont été induits par le fipronil mais 

plus faiblement que les transporteurs cités plus haut (données non présentées). Enfin, il 

est à noter que les gènes Slc16a2 et Slc16a10 codant pour les protéines MCT8 et MCT10 

transportant les hormones thyroïdiennes (Feldt-Rasmussen and Rasmussen, 2007; Visser et 

al., 2011) n'ont quant à eux pas été différentiellement exprimés entre les groupes solvant 

et fipronil (données non présentées). 

Compte tenu du rôle central du foie dans la métabolisation des hormones 

thyroïdiennes, il est vraisemblable que les modulations du profil d'expression génique 

hépatique induites par le fipronil chez le rat soient à l'origine de l'effet perturbateur 

thyroïdien du fipronil. L'ensemble de nos données indiquaient que les récepteurs CAR et 

surtout PXR jouaient un rôle majeur dans l'induction par le fipronil de l'expression 

hépatique de gènes impliqués dans le métabolisme et le transport des hormones 

thyroïdiennes. Les modulations transcriptionnelles hépatiques lors d'un traitement au 

fipronil chez le rat ont été en majorité retrouvées chez la souris. Cependant, même si la 

dose administrée aux souris était plus haute que celle administrée aux rats (5 mg/kg/j ou 

10 mg/kg/j vs. 3 mg/kg/j), certains gènes étaient moins surexprimés chez la souris que 

chez le rat suggérant une plus faible sensibilité des souris aux effets du fipronil sur le 

transcriptome hépatique. C'est en particulier le cas pour les enzymes de phase II 

impliquées dans la conjugaison des hormones thyroïdiennes et de leurs métabolites. On ne 

peut exclure que les différences de sensibilité au fipronil entre les rats et les souris soient 

dues à une différence de genre entre les rats et les souris utilisées dans nos études. En 

effet, les études chez le rat étaient menées sur des femelles afin de rester dans les mêmes 

conditions que lors de nos précédentes études ayant montré un effet perturbateur 

thyroïdien du fipronil (Leghait et al., 2009; Roques et al., 2012). Les études sur les souris 

étaient quant à elles menées sur des mâles afin de s'affranchir d'une source potentielle de 

variabilité liée au cycle œstral, plus critique chez la souris sachant que pour la cinétique 

de 13C6-LT4 nous ne pouvions faire qu'un prélèvement par souris. Or, des différences dans 
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l'expression de gènes hépatiques en fonction du sexe ont déjà été mises en évidence chez 

l'Homme et sur différents modèles animaux lors d'une induction de troubles hépatiques par 

l'éthanol par exemple (Tadic et al., 2002). 

Cette moindre sensibilité de la souris a été notamment retrouvée en ce qui 

concerne l'effet du fipronil sur la clairance de la T4 ou les concentrations circulantes en 

hormones thyroïdiennes. En effet, aucun effet perturbateur thyroïdien n'a pu être détecté 

que ce soit chez les souris traitées à la même dose de fipronil que les rats (3 mg/kg/j) ou à 

une dose plus haute (10 mg/kg/j). Nous n'avons donc pas été en mesure de déterminer si 

les modulations du profil d'expression génique hépatique induites par les récepteurs 

nucléaires lors d'un traitement au fipronil présentaient une signification fonctionnelle en 

termes d'élimination des hormones thyroïdiennes. Néanmoins, en mesurant l'expression des 

gènes les plus surexprimés par un traitement au fipronil chez des souris sauvages, 

déficientes pour le récepteur CAR ou déficientes pour le récepteur PXR, nous avons pu 

mettre en évidence que les récepteurs nucléaires CAR et PXR étaient impliqués dans la 

régulation du métabolisme du fipronil et de la perturbation thyroïdienne car ils régulaient 

l'expression d'ARNm codant pour des enzymes responsables de la biotransformation du 

fipronil ou du métabolisme et du transport des hormones thyroïdiennes. 

Enfin, ces résultats complétaient les données préexistantes concernant les 

différences interspécifiques existant en termes de perturbation thyroïdienne induite par un 

traitement au fipronil. En effet, il a déjà été montré que le mouton, espèce moins exposé 

que le rat au fipronil sulfone, était moins sensible à la perturbation thyroïdienne que ce 

dernier (Leghait et al., 2009; Leghait et al., 2010). Il semble donc critique dans les 

expérimentations futures de déterminer la pertinence des différents modèles animaux en 

termes d'étude d'une perturbation thyroïdienne résultant d'une augmentation du 

métabolisme hépatique des hormones thyroïdiennes pour conclure sur un potentiel effet 

perturbateur du fipronil chez l'Homme. 
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Cette thèse nous a permis de proposer un schéma physiopathologique de la 

perturbation thyroïdienne engendrée par un traitement au fipronil chez le rat (figure 53). 

 

Figure 53: Proposition d'un schéma physiopathologique de la perturbation thyroïdienne 
engendrée par un traitement au fipronil chez le rat. 

Dans la première partie, nous avons montré que le fipronil et son principal 

métabolite formé in vivo, le fipronil sulfone, étaient fortement et rapidement absorbés 

par voie orale. De plus, la biotransformation par le foie du fipronil en fipronil sulfone 

semblait être la voie d'élimination majeure du fipronil. Nous avons ensuite montré dans la 

deuxième partie que quel que soit le paramètre étudié, les effets d'un traitement au 

fipronil sulfone étaient strictement identiques à ceux d'un traitement au fipronil. En effet, 

les deux traitements augmentaient la clairance de la T4 et celle de l'antipyrine, 

diminuaient les concentrations plasmatiques en T3 et en T2 et induisaient l'activité des 

UGT, l'expression protéique des CYP3A et l'expression des ARNm des Ugt1a1, des Sult1b1, 

des Cyp2b2 et des Cyp3a1. Un traitement au fipronil sulfone seul permettait donc de 

reproduire les effets d'un traitement au fipronil sur la perturbation thyroïdienne et 

l'activation des CYP chez le rat. Le fipronil sulfone pourrait donc être responsable de la 

perturbation thyroïdienne engendrée par un traitement au fipronil chez cette espèce. 

Plusieurs éléments limitaient la portée de nos expériences in vivo pour l'évaluation 

des risques de perturbation thyroïdienne pour l'Homme: 1) des différences interspécifiques 

concernant le métabolisme hépatique des hormones thyroïdiennes et/ou du fipronil (Emi 

et al., 2007; Visser et al., 1998; Leghait et al., 2009; Leghait et al., 2010; chapitre 4), 2) 

l'utilisation de doses conduisant à des concentrations plasmatiques très largement 
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supérieures à celles reportées chez des personnes exposées au fipronil, et 3) la difficulté à 

discriminer les effets propres du fipronil de ceux de son métabolite. Afin de combler 

certaines de ces lacunes, nous avons complété notre étude in vivo par une étude in vitro 

dans la troisième partie ayant pour but de comparer le métabolisme hépatique des 

hormones thyroïdiennes et du fipronil et d'établir une courbe dose (fipronil, fipronil 

sulfone) - réponse (perturbation thyroïdienne) chez plusieurs espèces dont l'Homme afin 1) 

de caractériser sur le plan quantitatif le potentiel perturbateur thyroïdien du fipronil et 2) 

d'évaluer quelle espèce animale entre le rat et le mouton était le meilleur modèle 

permettant d'étudier une perturbation thyroïdienne chez l'Homme. Nous avons pu 

reproduire in vitro dans nos modèles animaux les différences interspécifiques observées in 

vivo en termes de biotransformation du fipronil en fipronil sulfone. Les données obtenues 

sur hépatocytes humains tendaient à suggérer que cette biotransformation est plus faible 

que chez le rat mais cela nécessite d'être confirmé, de même que la possibilité du fipronil 

et/ou du fipronil sulfone à augmenter le catabolisme des hormones thyroïdiennes in vitro. 

Enfin, il nous paraissait nécessaire pour mieux caractériser les différences 

interspécifiques en termes de perturbation thyroïdienne engendrée par un traitement au 

fipronil de mieux connaitre les mécanismes à l'origine de cette perturbation thyroïdienne. 

La dernière partie avait donc pour but d'appréhender les mécanismes moléculaires 

impliqués dans la perturbation thyroïdienne induite par un traitement au fipronil, et plus 

particulièrement d'évaluer l'implication des récepteurs nucléaires CAR et PXR dans cette 

perturbation thyroïdienne chez le rongeur. Cette étude a montré que les deux récepteurs 

nucléaires étaient impliqués dans la régulation du métabolisme hépatique du fipronil via 

l'induction de l'expression génique de CYP et dans la régulation de l'expression génique 

d'enzymes de phase II et de transporteurs membranaires jouant un rôle dans la 

perturbation thyroïdienne chez le rat. 

Ce dernier chapitre a pour objectif de mettre en perspective ce travail de thèse en 

proposant des pistes pour compléter notre étude et mieux évaluer à terme le potentiel 

perturbateur thyroïdien du fipronil chez l'Homme. 
 

 Comment avoir une vision plus large, plus exhaustive des mécanismes d'action 

du fipronil sur le métabolisme hépatique des hormones thyroïdiennes ? 

 

L'étude des effets perturbateurs thyroïdiens du fipronil chez le rat a montré que 

l'augmentation de la clairance de la T4 était associée à une augmentation de l'activité 

et/ou de l'expression des ARNm des UGT et des SULT impliquées dans la conjugaison de la 

T4. Chez la souris, où l'augmentation de la clairance de T4 est beaucoup plus modérée, 

l'induction des ARNm des UGT et des SULT était fortement réduite par rapport aux 

observations faites chez le rat. A travers l'établissement du profil métabolique des 
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hormones thyroïdiennes chez le rat, nous avons cherché à déterminer si d'autres voies 

métaboliques pouvaient être sollicitées lors d'un traitement au fipronil comme la voie de 

désiodation par le dosage de la T4, la T3, la rT3 et la T2. Cependant, nous n'avons pas été 

en mesure de déterminer si la diminution des concentrations plasmatiques en T3 et en T2 

étaient dues à une diminution de la production de la T3 et de la T2 ou à une augmentation 

de la conjugaison et donc de l'élimination de ces métabolites car: 

- l'injection de T3 lors de la cinétique de T4 ne permettait pas de déterminer si les 

concentrations plasmatiques en T3 mesurées provenaient de la T3 exogène ou de la T3 

potentiellement formée par désiodation de la T4, 

- la limite de quantification était trop haute pour la rT3 (0.2 ng/mL) par rapport aux 

concentrations physiologiques observées chez le rat (0.04 à 0.07 ng/mL, Lachowicz et al., 

2009) ce qui n'a pas permis de connaitre la capacité de désiodation de la T4 en rT3 et de la 

rT3 en T2, 

- l'absence de dosage des métabolites glucuronoconjugués et sulfoconjugués ne 

permettait pas de déterminer la capacité d'élimination des hormones thyroïdiennes et de 

leurs métabolites par cette voie. 

De plus, les concentrations plasmatiques en MIT et en DIT présentaient des 

variations de concentrations plasmatiques au cours du temps difficilement interprétables. 

Pour ce qui est des voies de désamination des hormones thyroïdiennes, la limite de 

quantification du Triac (5 ng/mL) était trop haute par rapport aux concentrations 

physiologiques observées chez le rat (environ 0.3 ng/mL, Medina-Gomez et al., 2008) et 

celle du Tetrac (25 ng/mL) n'a pas pu être abaissée à cause du faible pourcentage 

d'extraction de ce métabolite. Enfin, la sélectivité de la méthode entre les trois isomères 

de la T2 (3,3'-diiodothyronine, 3',5'-diiodothyronine et 3,5-diiodothyronine) n'a pas été 

évaluée. Le dosage des métabolites des hormones thyroïdiennes qui aurait pu nous 

renseigner sur la contribution d'autres voies métaboliques que celles impliquées dans la 

conjugaison et/ou la désiodation des hormones thyroïdiennes n'était donc pas assez 

performant pour nous permettre de conclure quand à l'implication de ces voies dans l'effet 

perturbateur thyroïdien du fipronil. Le dosage de ces métabolites avec une bonne 

spécificité et une bonne sensibilité devra ainsi être amélioré car c'est un élément clé de 

compréhension de la perturbation thyroïdienne induite par des toxiques hépatiques. A cela 

pourra s'ajouter une quantification des conjugués des hormones thyroïdiennes par 

LC/MS/MS après hydrolyse enzymatique ou par quantification directe si des standards sont 

synthétisés au préalable in vitro (Hays and Hsu, 1987; Tong et al., 2007). 

L'étude des mécanismes moléculaires impliqués dans la perturbation thyroïdienne 

engendrée par un traitement au fipronil a montré que l'expression des ARNm de certains 
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transporteurs transmembranaires d'influx et d'efflux des hormones thyroïdiennes était 

augmentée lors d'un traitement au fipronil. Ce résultat permettait d'envisager l'hypothèse 

selon laquelle l'effet du fipronil sur la clairance de la T4 résulterait à la fois d'une 

augmentation du transport cellulaire des hormones thyroïdiennes et d'une induction de 

leurs voies métaboliques au niveau hépatique. 

Il est donc important de compléter nos études concernant les modulations du 

métabolisme et du transport des hormones thyroïdiennes par le fipronil, et notamment d'y 

intégrer la notion de différences interspécifiques. Le modèle d'hépatocytes en culture 

pourrait de ce point de vue se révéler être un outil pertinent. En effet, c'est un modèle qui 

se prête bien aux manipulations pharmacologiques des transporteurs et des systèmes 

enzymatiques en général, et qui permettrait également d'accéder à du matériel humain 

pour aborder des aspects de toxicologie comparative d'espèce. Il serait par exemple 

envisageable sur ce modèle d'hépatocytes de comparer la clairance de la T4 avec ou sans 

inhibiteurs des transporteurs des hormones thyroïdiennes (tableau 20). 

 

Transporteur Inhibiteurs 

MRP2 Probenecid, Cyclosporine, PSC833, MK571 

MRP3 Probenecid, Benzbromarone, MK571 

OATP1A2 Dexaméthasone, Erythromycine, Vérapamil 

OATP1B1 Acide glycyrrhizique, Cyclosporine A, FK-506 

OATP1B3 Acide glycyrrhizique 

Tableau 20: Exemples d'inhibiteurs des transporteurs transmembranaires des hormones 
thyroïdiennes chez l'Homme. 

D'après Vähäkangas and Myllynen, 2009. 

Cependant, il est à noter que la difficulté de cette étude résiderait dans la 

détermination d'inhibiteurs bloquant les mêmes transporteurs chez les trois espèces. De 

plus, certains de ces inhibiteurs sont également des inhibiteurs des cytochromes P450. 

C'est le cas par exemple de l'érythromycine qui inhibe les CYP3A4 chez l'Homme (Zhou et 

al., 2005). Une alternative à l'emploi d'inhibiteurs des transporteurs transmembranaires 

serait alors l'utilisation de siRNA (small interfering RNA) spécifiques d'un transporteur qui 

transfectés dans les hépatocytes des différentes espèces auraient pour conséquence de 

détruire spécifiquement les ARNm de ce transporteur et d'empêcher la traduction de la 

protéine codée par cet ARNm. Il existe par exemple dans le commerce des plasmides pour 

la production de vecteurs lentiviraux, voire directement des particules lentivirales, 

permettant la transfection de siRNA dirigés contre l'OATP1A2 ou le MRP2 chez l'Homme ou 

la souris (Santa Cruz Biotechnology Inc, Heidelberg, Germany). L'absence d'expression de la 
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protéine pourrait être détectée par Western blot grâce aux anticorps anti-OATP1A2 ou 

anti-MRP2 du même fournisseur. 

Enfin, afin de mieux appréhender les différences interspécifiques en termes de 

métabolisme des hormones thyroïdiennes, ce qui est critique si l'on veut à terme évaluer la 

pertinence de nos résultats in vivo par rapport à l'Homme, il est nécessaire d'approfondir 

notre connaissance des voies de métabolisation des hormones thyroïdiennes. Une approche 

novatrice devrait être mise en œuvre au laboratoire dans la ligne directe de ce travail de 

thèse et réside dans le développement d'un outil performant permettant l'établissement de 

profils métaboliques détaillés des hormones thyroïdiennes in vivo. Brièvement, l'objectif 

de ce projet est d'établir un profil métabolique des hormones thyroïdiennes aussi exhaustif 

que possible par l'identification de toutes les molécules iodées circulantes. Pour ce faire, il 

est prévu 1) d'établir un radiochromatogramme après administration in vivo de T4 marquée 

à l'125I avec ou sans inducteur du métabolisme des hormones thyroïdiennes, 2) d'isoler les 

molécules iodées dans toutes les fractions ayant présenté un pic de radioactivité 3) de 

procéder à une analyse structurale de ces molécules en utilisant la spectrométrie de masse 

haute résolution. 
 

 Comment mieux comprendre l'implication des récepteurs nucléaires dans la 

modulation du métabolisme hépatique des hormones thyroïdiennes ? 
 

L'étude des mécanismes moléculaires impliqués dans la perturbation thyroïdienne 

engendrée par un traitement au fipronil nous a permis de suggérer un rôle de CAR et 

surtout de PXR dans cette perturbation. Cependant, les études sur les souris déficientes 

pour le récepteur nucléaire CAR ou pour le récepteur nucléaire PXR n'ayant pas permis 

d'établir un lien entre les modulations du profil d'expression génique hépatique induites via 

les récepteurs nucléaires et une répercussion fonctionnelle en terme d'élimination des 

hormones thyroïdiennes, l'implication des deux récepteurs nucléaires dans la perturbation 

thyroïdienne observée chez le rat lors d'un traitement au fipronil mériterait d'être 

confirmée. Pour cela, il serait envisageable d'étudier les modulations du profil d'expression 

génique hépatique et la perturbation thyroïdienne chez des rats sauvages, déficients pour 

le récepteur nucléaire CAR ou déficients pour le récepteur nucléaire PXR. Les rats 

déficients pour le récepteur PXR sont par ailleurs déjà disponibles dans le commerce 

(Sigma Advanced Genetic Engineering). Après avoir déterminé quels sont les gènes cibles 

de CAR et de PXR qui pourraient être impliqués dans la perturbation thyroïdienne, il serait 

intéressant d'identifier quels sont ceux qui sont impliqués dans l'induction d'une 

perturbation thyroïdienne résultant d'une augmentation du métabolisme hépatique des 

hormones thyroïdiennes. L'utilisation in vivo de siRNA délivrés via des adénovirus à des rats 

pourrait permettre d'inhiber certaines de ces voies métaboliques et de déterminer si on 
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observe alors toujours une diminution des concentrations en hormones thyroïdiennes 

circulantes lors de l'administration d'un perturbateur thyroïdien comme le fipronil. 
 

 Comment identifier les sources de variabilité interspécifique afin d'évaluer la 

pertinence de nos résultats par rapport à l'étude du potentiel perturbateur 

thyroïdien du fipronil chez l'Homme ? 
 

Il est à noter que pour chaque étape du schéma physiopathologique des effets du 

fipronil que nous avons proposé chez le rat - métabolisme du fipronil, implication des 

récepteurs nucléaires CAR et PXR, transport et métabolisme des hormones thyroïdiennes - 

il existe des différences interspécifiques importantes. 

En ce qui concerne le transport ou le métabolisme des hormones thyroïdiennes, des 

différences interspécifiques dans les isoformes impliquées dans l'élimination des hormones 

thyroïdiennes ont été décrites (Emi et al., 2007; Visser et al., 1998). Une caractérisation 

des profils métaboliques des hormones thyroïdiennes dans les trois espèces in vitro 

pourrait permettre de comparer les voies métaboliques des hormones thyroïdiennes mises 

en jeu lors d'un traitement au fipronil chez le rat, le mouton et l'Homme. De plus, 

l'absence de TBG, protéine de liaison plasmatique des hormones thyroïdiennes, chez le rat 

le rendrait plus sensible à la perturbation thyroïdienne que le mouton, la TBG étant 

supposée jouer un rôle protecteur face au catabolisme des hormones thyroïdiennes. Pour 

s'affranchir de la différence interspécifique concernant la TBG, il pourrait être intéressant 

de comparer les effets du fipronil dans la même espèce avec des individus exprimant ou 

n'exprimant pas la TBG. Il pourrait alors être envisagé d'observer les effets perturbateurs 

thyroïdiens du fipronil chez le rat exprimant la TBG au cours de la période post-natale ou 

au cours de la sénescence. On pourrait aussi comparer les effets du fipronil chez deux 

espèces n'exprimant pas la TBG et présentant une exposition différente au fipronil sulfone 

comme le rat et le chat. 

En ce qui concerne l'implication des récepteurs nucléaires CAR et PXR, des 

spécificités de ligand de ces récepteurs ont été décrites chez l'Homme et la souris (cf. 

introduction). De plus, la moindre sensibilité de la souris à la perturbation thyroïdienne 

engendrée par un traitement au fipronil (chapitre 5) étant associée à une induction moins 

forte des cibles de CAR et de PXR que chez le rat, on peut penser que le fipronil pourrait 

être un ligand plus faible de ces récepteurs chez la souris que chez le rat. Pour mettre 

cette hypothèse à l'épreuve, il serait possible in vitro de déterminer si le fipronil est un 

ligand de CAR et/ou de PXR chez plusieurs espèces, en utilisant le système de gène 

rapporteur décrit par Lemaire et al. (2006). Ce système a déjà par exemple permis de 

déterminer que le fipronil est un ligand du PXR humain. Cependant, ce système ne tient 

pas compte des coactivateurs et des corépresseurs associés aux récepteurs nucléaires ou 
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des éléments de réponse des enzymes hépatiques qui peuvent être propres à chaque 

espèce. Une autre alternative serait de déterminer l'effet perturbateur thyroïdien du 

fipronil sur des souris, ou préférentiellement sur des rats, "humanisés" c'est-à-dire invalidés 

pour le gène CAR ou PXR murin auxquels ont aurait incorporé le gène CAR ou PXR humain. 

Ces souris sont déjà disponibles dans le commerce (Taconic Farms Inc.) et il existe même 

un modèle de souris humanisées conjointement pour le récepteur CAR, le récepteur PXR et 

le cytochrome 3A4/3A7. 
 

 Quelle pourrait être la conséquence sur d'autres tissus que le tissu hépatique 

d'une augmentation du métabolisme des hormones thyroïdiennes ? 
 

Les études menées au cours de cette thèse ont été ciblées sur les effets d'un 

traitement au fipronil sur le métabolisme hépatique des hormones thyroïdiennes. En effet, 

le foie est un organe majeur à la fois dans la métabolisation du fipronil (Tang et al., 2004; 

Das et al., 2006) et dans celle des hormones thyroïdiennes (Klachko and Johnson, 1983; 

Kelly, 2000). De plus, les récepteurs nucléaires CAR et PXR potentiellement impliqués dans 

la médiation des effets perturbateurs thyroïdiens du fipronil ont une distribution tissulaire 

réduite principalement limitée au foie, à l'intestin et au rein (Robert, 2010). Cependant, 

l'étude des effets d'une potentielle perturbation thyroïdienne sur d'autres tissus que le foie 

peut être critique. En effet, un des dangers de la perturbation thyroïdienne 

potentiellement induite par un traitement au fipronil chez l'Homme pourrait être lié à 

l'exposition des femmes enceintes à l'insecticide, une perturbation thyroïdienne du fœtus 

étant critique compte tenu du rôle majeur des hormones thyroïdiennes dans les processus 

de croissance et de développement (Yen, 2001). Il pourrait alors être intéressant pour 

déterminer le potentiel effet perturbateur thyroïdien du fipronil chez le fœtus de 

déterminer in vivo l'effet du fipronil sur les concentrations en hormones thyroïdiennes 

circulantes chez la mère mais également sur le transport et le métabolisme des hormones 

thyroïdiennes au niveau du placenta. Pour cela, une étude in vivo chez le rat, ou le 

mouton plus proche de l'Homme en termes de physiologie de la gestation, suivi d'une étude 

sur un modèle ex vivo de perfusion de placenta humain pourrait être envisagée. Ce type 

d'approche est en cours de validation au sein du laboratoire pour l'étude des effets du BPA 

au cours de la gestation. Brièvement, la phase in vivo permettrait de déterminer si lors 

d'une administration de fipronil à la mère, l'insecticide traverse la barrière placentaire et 

si on observe une modification des profils métaboliques des hormones thyroïdiennes chez 

la mère comme chez le fœtus. L'étude ex vivo sur placenta humain perfusé pourrait 

ensuite permettre de s'affranchir des différences interspécifiques en termes de 

métabolisme du fipronil et/ou de métabolisme et de transport au travers du placenta des 

hormones thyroïdiennes afin d'évaluer le risque du fipronil pour la santé humaine. 
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TITLE: Mechanistic basis of the effects of an agroveterinary insecticide, the fipronil, 

and/or its metabolites on the thyroid function in rat 
 

 

SUMMARY: The widely used insecticide fipronil is a thyroid disruptor in rat acting on 

thyroid hormone hepatic metabolism. In sheep, a more relevant species for the human 

thyroid regulation, fipronil-induced thyroid-disruption is much more limited. The goal of 

this thesis was to characterize the mode of action of fipronil on thyroid function at the 

hepatic level focusing on 1) the potential role of fipronil sulfone, the main fipronil 

metabolite formed in vivo, and on 2) interspecific differences in terms of fipronil 

metabolism and/or sensitivity to thyroid disruption that can prejudge of the relevance of 

the different animal models for the risk assessment of fipronil for human health. Fipronil 

sulfone was as efficient as fipronil to induce the expression and/or activity of enzymes 

involved in thyroid hormone or fipronil hepatic metabolism both in vivo in rat and in vitro 

on hepatocytes. The use of knock-out mice for xenosensors nuclear receptors strongly 

suggested an implication of the nuclear receptor Constitutive Androstane Receptor and/or 

Pregnane X Receptor on fipronil-induced thyroid disruption. 
 

 

KEYWORDS: endocrine disruptor, fipronil, fipronil sulfone, thyroid function, hepatic 

metabolism, rat, transgenic mice, hepatocytes, Constitutive Androstane Receptor, 

Pregnane X Receptor 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

218 



TITRE ET RESUME 

219 

AUTEUR: Béatrice ROQUES 
 

TITRE: Bases mécanistiques des effets d'un insecticide agrovétérinaire, le fipronil, et/ou 

de ses métabolites sur la fonction thyroïdienne chez le rat 
 

DIRECTEURS DE THESE:  Madame le Docteur Catherine VIGUIE 

    Monsieur le Docteur Pascal MARTIN 
 

LIEU ET DATE DE SOUTENANCE: 

le 12 Décembre 2012 à l'Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse 
 

 

RESUME: Le fipronil, insecticide largement utilisé, est un perturbateur thyroïdien chez le 

rat modulant le catabolisme hépatique des hormones thyroïdiennes. Ses effets chez le 

mouton, considéré comme un modèle plus pertinent que le rat pour étudier une régulation 

de la fonction thyroïdienne chez l'Homme, sont plus limités. Le but de cette thèse était de 

caractériser au niveau hépatique le mode d'action du fipronil sur la fonction thyroïdienne 

en s'intéressant 1) au rôle potentiel du principal métabolite du fipronil formé in vivo, le 

fipronil sulfone, et 2) aux différences interspécifiques de métabolisme du fipronil et/ou de 

sensibilité à la perturbation thyroïdienne qui peuvent préjuger de la pertinence des 

différents modèles animaux pour l'analyse du risque du fipronil pour la santé humaine. 

L'efficacité du fipronil sulfone à induire l'expression et/ou l'activité d'enzymes responsables 

du métabolisme hépatique des hormones thyroïdiennes ou du fipronil était la même que 

celle du fipronil autant in vivo chez le rat que in vitro sur hépatocytes. L'utilisation d'un 

modèle de souris déficientes pour des récepteurs nucléaires xénosenseurs suggérait 

fortement une implication des récepteurs nucléaires Constitutive Androstane Receptor 

et/ou Pregnane X Receptor dans la perturbation thyroïdienne induite par le fipronil. 
 

 

MOTS-CLES: perturbateur endocrinien, fipronil, fipronil sulfone, fonction thyroïdienne, 

métabolisme hépatique, rat, souris transgéniques, hépatocytes, Constitutive Androstane 

Receptor, Pregnane X Receptor 
 

DISCIPLINE ADMINISTRATIVE: Pathologie, Toxicologie, Génétique et Nutrition 
 

INTITULE ET ADRESSE DU LABORATOIRE: 

UMR1331 TOXALIM, Research Centre in Food Toxicology, INRA-ENVT 

Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse 

23, Chemin des Capelles - BP 87614 

31076 TOULOUSE Cedex 3 


	Scan couverture de thèse
	Manuscrit thèse pour impression

